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 Alzheimer´s disease (AD) is a neurodegenerative disease that appears under two forms: 
the late form or sporadic Alzheimer disease (SAD) and the early form or familial Alzheimer disease 
(FAD). The FAD is a dominant autosomal disease caused by mutations in the APP, PS-1 and PS-2 
genes. On the other hand, the age is the risk factor better established for the AD and oxidative 
stress (OS) associated is considered an earliest event for the disease.  In order to investigate the 
effects, in the neuronal death and in the APP metabolism/processing, produced by APP mutations 
in the presence of OS we generated stably transfected cellular lines of an human neuroblastoma 
expressing the wild type APP and the “Swedish” (KM670/671NL) APP. Our results, using the free 
radical generating system xanthine/xanthine oxidase, demonstrated that the APP mutations sensitize 
the cells to the damage induced by the OS. Also, we have studied the APP metabolism/processing 
in our FAD cellular model: the “Swedish” APP expression in combination with OS. We found that 
the OS alone regulates the APP metabolism/processing, modulating the production of the amino 
terminal proteolytic fragment (soluble extracellular APP, sAPPα) and of the intracellular carboxyl 
terminal fragments: αCTF (non amyloidogenic) and βCTF (amyloidogenic).  Regarding the FAD 
cellular model we found that the cellular response in the APP metabolism/processing was altered. 
Corroborating, alterations related with OS response in the mutant cellular line, the genomic study 
of the FAD model revealed the overexpression of the heme oxygenase-1 (HO-1) gene, an enzyme 
related with the AD; finally, with the functional analysis using the novel technique of gene silencing, 
we found that the inhibition of the HO-1 expression, in the mutant cell line, increased the neuronal 
death by the OS. The present results show a dynamic cellular model for the study of FAD, whose 







2.1. “Sobre un proceso peculiar de enfermedad de la corteza cerebral”
 Así es como el Dr. Alois Alzheimer (1864 -1915) daba a conocer el primer caso de una forma 
diferente de demencia en la conferencia de psiquiatría en Tübingen (Alemania), el 3 de Noviembre 
de 1906. En este trabajo, el Dr. Alzheimer describió los síntomas desarrollados por la paciente 
Auguste D., de 51 años, que presentaba una rápida pérdida de memoria y una desorientación 
espacio-temporal. Murió a los cuatro años y medio del comienzo de la enfermedad (Moller y cols. 
1998; Small y cols. 2006). En 1910, Kraepelin la nombraría como “Enfermedad de Alzheimer” 
(EA).
 La demencia se conoce como un síndrome caracterizado por un deterioro intelectual que 
ocurre en adultos que, en casos severos, puede incluso interferir en las relaciones laborales y 
sociales. Estos cambios cognitivos incluyen no sólo desórdenes en la memoria sino que además, el 
deterioro en otras áreas cognitivas como el uso del lenguaje, la percepción, la praxis y la habilidad 
para aprender diferentes acciones cotidianas, resolución de problemas, pensamientos abstractos y 
realizar juicios, entre otros (Katzman 1986).
 Así, la de Alzheimer, ha llegado a ser la enfermedad neurodegenerativa del siglo XXI. Hoy 
en día sabemos que es la forma más común de demencia, ocupando el 50-60% de los casos y 
se establece como el mayor problema de salud pública debido al incremento en la expectativa de 
vida del mundo occidental (Selkoe 2001; Blennow y cols. 2006). Además, su prevalencia es de 
aproximadamente un 1% en la población de 60 a 64 años, duplicándose cada 4 ó 5 años, llegando 
hasta un tercio de la población mayor de 80 años y la mitad de la población de 95 o más años 
(Fratiglioni y cols. 1999; Selkoe 2001; Nestor y cols. 2004; Blennow y cols. 2006).
 Un avance importante en la evaluación de la EA fue la fundación del Instituto Nacional del 
Envejecimiento (NIA, del inglés Nacional Institute of Anging) que junto con otras instituciones afines, 
lograron adoptar un consenso para unificar las pruebas de diagnostico de la enfermedad. Con todo 
ello, desarrollaron una escala de valoración de la misma (NINCDS-ADRDA) estableciéndose, por 
primera vez, el criterio para la valoración clínica de la EA, estructurándola en tres categorías: 
posible, probable y definitiva (esta última con confirmación histopatológica) (McKhann y cols. 1984; 
Jellinger 2006).
 Las características clínicas de la EA siguen siendo las descritas en su día por el Dr. 
Alzheimer: afasia (pérdida de la capacidad del habla), apraxia (incapacidad total o parcial de realizar 
movimientos voluntarios) y agnosia (alteración de la percepción que incapacita al paciente para 
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reconocer personas, objetos o sensaciones que antes eran familiares). Las regiones cerebrales 
implicadas en el aprendizaje y en la memoria, incluyendo los lóbulos frontal y temporal, están 
reducidos en tamaño como consecuencia de la degeneración de las sinapsis y muerte de las 
neuronas.
Cerebro normal Cerebro con Alzheimer
Tomografía de emisión de positrones (PET)
(utilización de glucosa)
Figura  I.1 Imágenes de una 
tomografía de emisión de 
positones (PET) de enfermos 
de EA. La enfermedad de 
Alzheimer provoca una reducción 
de las regiones cerebrales 
implicadas en el apredizaje y 
memoria que se correlaciona con 
importantes reducciones en el 
metabolismo energético celular 
en pacientes vivos. Las imágenes 
corresponden a una PET donde 
se puede observar la utilización 
de glucosa por partes de estas 
áreas cerebrales (Mattson 2004).
  El progreso de la enfermedad daña de forma selectiva, además, circuitos neurológicos críticos 
para los procesos anteriormente descritos, incluyendo las neuronas del neocórtex, hipocampo, 
amígdala, el sistema colinérgico del cerebro anterior y el núcleo monoaminérgico del tallo cerebral 
(Price y cols. 1998). Utilizando todos los métodos posibles y disponibles de diagnóstico como son 
los neuropsicológicos, la neuroimagen -resonancia magnética, tomografía de emisión de positrones 
(PET) (Mueller y cols. 2005)- y junto con otros biomarcadores característicos de la EA en plasma 
y liquido cerebroespinal podemos acotar con relativo éxito el diagnóstico de la EA (Blasko y cols. 
2005; Mueller y cols. 2005; Castano y cols. 2006; van Oijen y cols. 2006). Pero al existir otras 
enfermedades que cursan con pérdida de memoria, el diagnóstico definitivo de la EA requiere el 
examen post-mortem del cerebro del paciente, el cual debe contener el número suficiente tanto de 
placas seniles como de ovillos neurofibrilares (Mattson 2004).
 “La microscopía de los tejido tratados con la tinción de Bielschowsky, mostró una degeneración 
notablemente peculiar de las células nerviosas corticales caracterizándose, esencialmente, 
por una aglomeración de fibrillas que cambiaron sus propiedades de tinción y resistiendo a la 
desintegración celular, quedando como los únicos remanentes de la célula. Además, había un 
número extraordinario de parches peculiares diseminados a lo largo de toda la corteza” (Alzheimer 






Figura I.2  Lesiones 
características de 
la EA. Fotografía de 
un corte histológico 
donde se muestran 
las lesiones típicas 
de la enfermedad de 
Alzheimer: placas 
seniles y los ovillos 
neurofibrilares.
 Ovillos neurofibrilares: lesiones intracelulares en los que la proteína asociada al 
citoesqueleto, tau, se encuentra hiperfosforilada y, debido a ello, plegada de forma anómala 
(Morishima-Kawashima y cols. 2002).
 Placas Seniles: lesiones extracelulares producidas por el depósito y agregación de un péptido 
de 40-43 aminoácidos, denominado péptido β-amiloide (péptido Aβ), derivado del procesamiento 
proteolítico de la proteína precursora del amiloide (APP) (Allsop y cols. 1983; Glenner y cols. 1984; 
Masters y cols. 1985).
 Atendiendo a la edad de aparición de los síntomas y a la forma de herencia, podemos 
diferenciar dos tipos de EA. Así, hablamos de EA familiar o monogénica cuando observamos 
una herencia autosómica dominante con una penetrancia prácticamente del 100%; o bien de EA 
esporádica cuando, a pesar de encontrar cierta agregación familiar, no encontramos ningún patrón 
de herencia mendeliano, considerando esta forma de EA una enfermedad multifactorial donde 
hallamos tanto factores de riesgo genéticos como no genéticos implicados en su patogénesis, si 
bien la cantidad y la proporción de los mismos todavía no están determinadas.
 En 1993 dos grupos de investigación independientes encontraron una asociación entre el 
alelo ε4 de gen de la Apolipoproteína E (ApoE, proteína;APOE, gen) y la EA (Corder y cols. 1993; 
Poirier y cols. 1993). El alelo ε4 de este transportador de colesterol en el cerebro, aumenta el riesgo 
de la forma esporádica en tres veces para individuos heterocigotos y en 15 veces para individuos 
homocigotos (Farrer y cols. 1997), manteniéndose además en todas las poblaciones analizadas, 
por lo que se considera el factor de riesgo genético mejor definido para la EA esporádica pero no 
siendo ni necesario ni suficiente para desarrollar la misma. Además del alelo ε4, nuestro grupo ha 
descrito distintos polimorfismos de riesgo para la enfermedad a lo largo de la región promotora 
del gen de APOE, indicándonos que cambios en los niveles de expresión de determinados genes 
también pueden influir en los mecanismos patogénicos de la enfermedad (Bullido y cols. 1998; 
Artiga y cols. 1998a; Artiga y cols. 1998b).
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 Entre los factores de riesgo no genéticos encontramos la edad avanzada debido a que el 
envejecimiento asociado a la misma se reconoce como uno de los pasos previos al daño neuronal 
(Amaducci y cols. 1994), el sexo femenino (Fischer y cols. 1991), traumatismo craneal severo 
con pérdida de conocimiento (Graves y cols. 1990), enfermedades cardiovasculares y factores 
de riesgo asociados a las mismas tales como hiperlipidemias o diabetes (Breteler 2000) y ciertas 
infecciones como la del Herpes Simplex tipo I (HSV-1) (Itzhaki y cols. 1997). 
 Atendiendo a esto último, los trabajos del grupo de la Dra. Itzhaki sugirieron que la 
combinación de la presencia de genoma de HSV-1 en el cerebro y ser portador del alelo APOE- 
ε4 confiere un riesgo muy fuerte para el desarrollo de la EA (Itzhaki y cols. 2004). Por otro lado, 
nuestro laboratorio observó que la isoforma 4 de ApoE (ApoE4) es más eficiente que la isoforma 3 
(ApoE3) para transportar el virus hasta el cerebro en su ruta hematógena (Ramírez Moreno 2006), 
y que la llegada al cerebro de este virus es dependiente de los niveles de ApoE (Burgos y cols. 
2002).
 En cuanto a la edad de aparición de los síntomas, la EA familiar presenta una aparición 
presenil, antes de los 60-65 años; mientras que los síntomas de la EA esporádica aparecen a partir 
de los 65 años en adelante. Si hablamos en porcentaje, la forma familiar de la EA correspondería 
a un 5% de la totalidad de casos, mientras que la forma esporádica abarcaría un 95% de los casos 
(Corder y cols. 1993).
 Pero, a pesar de las diferencias entre los dos tipos de EA, queda claro que ante el análisis 
de casos familiares versus casos esporádicos, las dos formas son fenotípicamente muy parecidas, 
incluso indistinguibles, salvo por la temprana aparición de los síntomas de la EA familiar, anteriormente 
citada. Igualmente, las manifestaciones clínicas de la EA familiar son parecidas o similares de los 
de la EA esporádica. Esta equivalencia entre los dos tipos de EA sugiere fuertemente que ambas 
formas pueden compartir mecanismos patogénicos implicados en el desarrollo y evolución de la 
enfermedad (Selkoe 2001).
  
2.2. Enfermedad de Alzheimer Genética
 Tres son los loci hasta ahora conocidos que son claves en la etiopatogenesis de la EA familiar: 
el gen de la proteína precursora del amiloide (APP, proteína; APP, gen) situado en el cromosoma 
21 (Goate y cols. 1991), el gen de la Presenilina 1 (PSEN1, proteína; PSEN1, gen) situado en el 
cromosoma 14 (Sherrington y cols. 1995) y el gen de la Presenilina 2 (PSEN2, proteína; PSEN2, 
gen) situado en el cromosoma 1 (Levy-Lahad y cols. 1995a). Hasta la fecha, se han encontrado 
en diferentes familias de EA, 27 mutaciones en el gen del APP, 157 mutaciones en el gen de la 
PSEN1 y 10 mutaciones en el gen de la PSEN2 (Alzheimer Disease & Frontotemporal dementia 
Mutation Database, available at http://www.molgen.ua.ac.be/ADMutations/default.cfm). Todas las 
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mutaciones producidas a lo largo de estos tres genes alteran el metabolismo del APP de una forma 
precisa: aumentan la producción de la especie -formada por 42 aminoácidos- de Aβ menos soluble 






Figura I.3 Esquema de las mutaciones 
de la proteína APP. En rojo de señalan los 
lugares de mutación a lo largo de la proteína 
APP; las flechas en rojo indican los sitios 
de las mutaciones “Swedish” y “London” 
(http://www.alzforum.org/res/com/mut/app/
diagram1.asp).
2.2.1. Proteína precursora del amiloide, APP: 
En 1987, el grupo de Kang aisló y secuenció por primera vez la proteína precursora del amiloide 
(APP) (Kang y cols. 1987) la cual, forma parte de una larga familia de proteínas de transmembrana 
cuya expresión constitutiva y su conservación evolutiva se ve en muchos tipos celulares (Selkoe 
y cols. 1987; Johnstone y cols. 1991). En cuanto a las funciones que se le atribuyen encontramos 
propiedades tróficas, adhesión celular y posible función de receptor de membrana (Thinakaran y 
cols. 2008). En concreto, estamos ante una proteína integral de membrana tipo I, cuya estructura 
primaria presenta una gran similitud a la de dichos receptores de superficie, con una secuencia señal, 
un único dominio de transmembrana y un pequeño tallo citoplasmático (Newton y cols. 2006).
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 El gen del APP está localizado en el cromosoma 21(21q21.2-3) y contiene 19 exones, de los 
cuales, el 7, 8 y 15 pueden sufrir un procesamiento alternativo dando lugar a 10 isoformas diferentes 
(Yoshikai y cols. 1990) (http://us.expasy.org/uniprot/P05067). Las tres isoformas más relevantes en 
la EA son el APP751, APP770 -ambas expresadas en tejidos tanto del sistema nervioso central (SNC) 
como periférico (SNP)- , y APP695 -restringida exclusivamente a tejidos del SNC-. El APP 751 contiene 
en el ectodominio, un inserto de 56 aminoácidos -codificado por el exón 7- con homología con el 
inhibidor de serín proteasas de la familia Kunitz (KPI) (Tanzi y cols. 1988); asimismo la isoforma 
APP770 contiene la secuencia completa de APP, y además del dominio KPI, incluye un dominio de 
19 aminoácidos semejante al antígeno MRC OX-2 de neuronas y timocitos, codificado por el exón 
8 (Clark y cols. 1985); y por último, la isoforma APP695 carece tanto del dominio KPI como MRC 
OX-2 (Golde y cols. 1990). Las tres isoformas contienen la secuencia codificada por los exones 16 
y 17, correspondientes al péptido Aβ, del que los 28 aminoácidos N-terminales están localizados 
en el dominio extracelular, y el resto, en el dominio transmembrana de la proteína APP, por tanto, 







APP 770 Figura I.4 Esquema 
de la proteína APP 
isoforma 770. Se 
especifican las 
regiones KPI y MRC 
OX-2, la secuencia 
del péptido Aβ (rojo), 
así como los sitios 
de corte de las 
secretasas (azul).
 A modo de resumen diremos que han sido identificados dos sitios principales de corte 
proteolítico cerca de la membrana y otro más, dentro de ella -tomando como referencia el extremo 
amino de la proteína APP- que reciben el nombre de sitios de corte α, β y γ, respectivamente (Turner 
y cols. 2003). Estos cortes son llevados a cabo por tres enzimas llamadas α, β y γ-secretasas. 
Así, α-secretasa ha sido identificada como una zinc metaloproteinasa que corta el APP 
entre los residuos Lys613-Leu614 de su secuencia de aminoácidos. Existen diferentes candidatos 
“α-secretasa”, siendo todos pertenecientes a la familia de las ADAM (del inglés a disintegrin and 
metalloproteinase family). Estructuralmente, las ADAM son proteínas integrales de membrana tipo 1 
con una estructura multidominio que incluye: un péptido señal, un pro-dominio, un dominio catalítico 




Una vez sintetizadas, las ADAM son transportadas al aparato de Golgi, donde su pro-dominio 
es eliminado por las furinas, activándose así su actividad proteasa. Tras este procesamiento, ADAM 
se localiza en la superficie de la membrana plasmática, donde se ha visto que procesa numerosas 
moléculas de adhesión celular, factores de crecimiento y receptores de factores de crecimiento 
(Huovila y cols. 2005). Dos de las proteínas de esta familia, ADAM10 y ADAM17, son candidatos 
para α-secretasas que cortarán al APP en su sitio α. Las dos ADAM citadas se expresan en cerebro, 
ADAM10 en neuronas mientras que ADAM17 lo hace principalmente en células de la glia (Suzuki y 
cols. 2006). Además del procesamiento del APP, ADAM10 participa en la regulación del crecimiento 
de neuritas en células de mamíferos (Maretzky y cols. 2005) y ratones transgénicos deficientes en 
ADAM10 mueren con múltiples disfunciones incluidas las del sistema nervioso central (Hartmann y 
cols. 2002)
BACE (beta-site APP-cleaving enzyme) es una aspartil proteasa de transmembrana tipo I que 
tiene dos homólogos: BACE1 y BACE2. Diversos estudios han demostrado que BACE1 se expresa 
en mayor cantidad en neuronas  y es por tanto allí, donde presentan su  actividad β-secretasa 
(Dominguez y cols. 2005). Una vez sintetizada, BACE1 es transportada hacia al aparato de Golgi donde 
sufrirá el corte de su pro-dominio -mediante una furina proteasa dependiente de calcio- activándose 
así su actividad proteasa, y una N-glicosilación y fosforilación en su dominio citoplasmático, siendo 
este último dominio de gran importancia para que se dé este paso de maduración de BACE1 (Capell 
y cols. 2000). Ya en la membrana citoplasmática, BACE1 es internalizada dentro de endosomas 
donde su actividad β-secretasa ha sido localizada (Kinoshita y cols. 2003). Así, BACE madura es 
transportada en vesículas endosomales hasta el APP donde lo cortará en su sitio β. Ahora bien, en 
neuronas, todavía no está claro si BACE1 es transportada a través de los cuerpos axonales o por 
el contrario es transportada principalmente en el compartimento somatodendrítico (Lazarov y cols. 
2005).
Y por último, la γ-secretasa es una aspartil proteasa con una secuencia de baja especificidad 
que corta al APP en su dominio de transmembrana. Este enzima forma parte de un complejo que se 
encuentra formado por APH-1, Nicastrina, PSEN1 o PS-2 y Pen-2 (Jacobsen y cols. 2009). Estos 
componentes de membrana asociados, se ensamblan de forma ordenada durante el tráfico de 
membrana entre el Retículo Endoplásmico (RE) y el aparato de Golgi, formando así el sitio activo 
del complejo γ-secretasa (Takasugi y cols. 2003).
 Procesamiento proteolítico del APP
 El APP sufre primero el corte de β- o α-secretasa en el dominio extracelular, liberándose 
un fragmento C-terminal de la proteína cuyo tamaño se diferencia tan sólo en 17 aminoácidos, 
dependiendo del enzima que actúe. Este fragmento C-terminal que queda anclado a la membrana 
-C99, si el corte es de β- y C83 si es de α-secretasa- será procesado por la γ-secretasa, originando 
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desde el fragmento C99, las especies de Aβ 1-40 y 1-42 mayoritariamente junto con el fragmento 
γ C-terminal o AICD (del inglés amyloid intracelular domain) de 6 kDa; esto es lo que se denomina 
Ruta Amiliodogénica. Para el fragmento C83 ocurre lo mismo salvo que en este caso el péptido 
originado es mucho más pequeño, llamado p3, generándose también el AICD; esto es lo que se 
denomina Ruta No Amiloidogénica (Turner y cols. 2003; Thinakaran y cols. 2008).
membrana
extracelular intracelular
Ruta No Amiloidogénica Ruta Amiloidogénica
α-secretasa





(PS1/ PS2/ Nicastrina/ Aph-1/ Pen-2)
γ-secretasa
(PS1/ PS2/ Nicastrina/ Aph-1/ Pen-2)
Figura I.5 Procesamiento (Metabolismo) de la proteína APP y producción del péptido β-amiloide (Aβ). En la ruta 
no amiloidogénica, el APP es proteolizado por la α-secretasa. El fragmento soluble generado, sAPP-α, es liberado al 
medio extracelular mientras que el fragmento C-terminal (α-CTF) permanece anclado a la membrana. Este último será 
proteolizado por el complejo γ-secretasa, originando un pequeño fragmento llamado p3 y el fragmento C-terminal de 
dominio intracelular (AICD o γ-CTF). En la ruta amiloidogénica, el corte proteolítico del APP por la β-secretasa, origina 
el fragmento soluble sAPP-β que es liberado al medio extracelular. El fragmento β-CTF anclado a la membrana es 
posteriormente proteolizado por el complejo γ-secretasa. Este último corte conduce hacia la producción del péptido Aβ 
y al AICD (Nathalie y cols. 2008).
 El APP puede estar localizado en numerosas estructuras membranosas de la célula tal y como 
el RE, compartimentos del Golgi, y la propia membrana celular (Schubert y cols. 1991; Shigematsu 
y cols. 1992; Caporaso y cols. 1994). La proteína APP recién sintetizada, madura a través de la ruta 
secretora constitutiva, siendo N- y O-glicosilada -en los compartimentos celulares anteriormente 
citados- y sulfatada en los residuos de tirosina (Dyrks y cols. 1988; Refolo y cols. 1989), así como 
fosforilada en sus dominios extracelular y citoplásmico (Oltersdorf y cols. 1990; Walter y cols. 1997). 
Tras este proceso de maduración, las vesículas de membrana que contienen APP son transportadas 
a lo largo del cuerpo axonal para luego sufrir un proceso de transcitosis que las llevará hacia las 
dendritas (Suzuki y cols. 2006). Después de alcanzar la membrana celular, el APP puede sufrir un 
proceso de re-internalización en los lisosomas para ser sometido a un proceso de procesamiento 
proteolítico (Haass y cols. 1992; Suzuki y cols. 2006). Ahora bien, el sitio celular exacto donde se 
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lleva a cabo dicho procesamiento, no está claro aunque si se sabe que en metabolismo del APP se 










Figura I.6 Tráfico intracelular de la 
proteína APP. Las moléculas sintetizadas 
de novo (barras negras) van madurando a 
través de la vía secretora constitutiva (nº1). 
Una vez que el APP alcanza la superficie 
celular, es rápidamente internalizada (nº2) 
y reconducida a través de compartimentos 
endocíticos y de reciclaje para volver a 
la superficie celular (nº3) o degradada 
en los lisosomas. El procesamiento no 
amiloidogénico ocurre en la superficie 
celular y también en el transGolgi y post-
Golgi. El procesamiento amiloidogénico 
se produce en el retículo endoplásmico 
y además, en la vía endocítica-lisosomal 
(Greenfield y cols. 1999; Khvotchev y cols. 
2004; Rebelo y cols. 2007; Thinakaran y 
cols. 2008).
 1.2.2. Presenilinas:
 Las presenilinas 1 y 2 (PSEN1 y PSEN2) son proteínas integrales de membrana con ocho 
posibles dominios transmembrana y un lazo hidrofílico entre los dominios 6 y 7 y en las que el 
extremo N-terminal, el lazo hidrofílico y el extremo C-terminal se encuentran orientados hacia el 
citoplasma (Doan y cols. 1996; De Strooper y cols. 1997; Li y cols. 1998). 
 El gen PSEN1 se encuentra en el cromosoma 14 (Sherrington y cols. 1995) y el gen de 
PSEN2 en el cromosoma 1 (Rogaev y cols. 1995; Levy-Lahad y cols. 1995a). Las mutaciones 
en estos genes son autosómicas dominantes, con una gran penetrancia, y con aparición de los 
síntomas de EA antes de los 65 años, incluso en algunos casos, dicha aparición se presentan antes 
de los 30 años de edad (Vetrivel y cols. 2006). En cuanto a su situación subcelular, la PSEN1 ha sido 
localizada en múltiples organelas incluyendo el RE, compartimentos intermedios del RE/Golgi, el 
aparato de Golgi, endosomas, lisosomas, fagosomas, membrana plasmática y mitocondria (Vetrivel 
y cols. 2006).
 PSEN1 y PSEN2 forman parte del complejo proteico γ-secretasa, equipando a dicho 
complejo del sitio catalítico enzimático. Este complejo en forma de barril y anclado en la membrana 
celular, lo completan la proteína transmembrana tipo I, Nicastrina y las proteínas de transmembrana 
tipo II, Aph-1 y Psen-2 (Selkoe y cols. 2007). Pero, a pesar de que esta sea su función principal, la 
PSEN1 está implicada en otros procesos celulares mediados por la interacción con otras proteínas. 
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La lista incluye: miembros de la familia de proteínas armadillo, incluida β-Catenina; la proteína de 
transmembrana de la superficie celular, E-cadherina; la quinasa 3β de la glucógeno sintasa, GSK-3; 
proteína asociada a microtúbulos, tau; molécula anti-apoptótica Bcl-Xl y β-secretasa, BACE-1 entre 
otras (Thinakaran y cols. 2004).   
2.3. Estrés oxidativo en relación con la neurodegeneración en la EA
 
El estrés oxidativo (EO) está definido como el desequilibrio entre  aquellos procesos 
bioquímicos que conducen a la producción de especies reactivas de oxigeno (ROS, del inglés oxygen 
reactive species), y los correspondientes mecanismos de eliminación de dichos ROS, llamados 
cascadas antioxidantes (Sayre y cols. 2008).
 El órgano más aeróbico que existe en el cuerpo humano, debido a su alta tasa metabólica, 
es el cerebro. Aunque éste sólo representa el 2% del total de la masa corporal, consume un 20% 
del oxígeno total (Moreira y cols. 2008). Además de este hecho, el cerebro es especialmente 
vulnerable al daño oxidativo debido también a su alto contenido en ácidos grasos insaturados 
fácilmente peroxidados; a que es rico en hierro, que al acumularse por efecto del envejecimiento, 
este puede actuar como un potente catalizador en la formación de ROS; y por último a la escasez 
en enzimas anti-oxidantes en comparación con otros órganos: su contenido en catalasa es sólo 
10-20% del hígado o el corazón (Floyd y cols. 2002; Mattson y cols. 2002); la glutatión transferasa 
-cuya responsabilidad es la eliminación de 4-hidroxi-2-transnonenal (HNE) provenientes de la 
peroxidación de lípidos- se encuentra disminuida en distintas regiones cerebrales de pacientes 
EA; la superóxido dismutasa (SOD) -el mayor mecanismo de defensa contra posibles daños 
celulares producidos por ROS- muestra unos niveles elevados en su expresión en cerebros EA si 
los comparamos con cerebros control; la hemoxigenasa 1 (HO-1) -que oxida grupos hemo para la 
producción de biliverdina, monoxido de carbono (CO) e ion hierro- co-localiza con astrocitos GFAP-
positivos, ovillos neurofibrilares y placas seniles (Moreira y cols. 2008). Todo esto provoca en estas 
células quiescentes bien una disfunción permanente bien una salida hacia la apoptosis.
La edad  es el mejor factor de riesgo establecido para la EA y el EO asociado a ella, se 
considera un evento proximal en esta enfermedad (Gibson y cols. 2005). Numerosos estudios 
revelan que el EO precede en el tiempo a las principales manifestaciones neuropatológicas de la 
EA. Dichas modificaciones oxidativas se han visto en los estadios tempranos de la enfermedad, 
considerándo que la oxidación de ácidos nucléicos, proteínas y lípidos son cambios tempranos 
de la misma, pudiendo ser detectados tanto en fluidos provenientes de pacientes EA como en 
modelos celulares y animales de esta enfermedad (Smith y cols. 2000; Nunomura y cols. 2006). 
Así, la oxidación del DNA y RNA puede ser detectado por el aumento en los niveles de 8-hidroxi-2-
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deoxiguanosina (8OHdG) y 8-hidroxiguanosina (8OHG); el de las proteínas, por elevados niveles de 
proteínas carboniladas y de nitrotirosina; la peroxidación lipídica, por altos niveles de malonaldehido 
e isoprostanos; y la oxidación de los azucares, por un aumento en proteínas glicadas y glicosiladas 













Figura I.7 Las modificaciones oxidativas afectan a todas las macromaléculas celulares. El panel refleja los daños 
producidos por el EO a nivel de lípidos, proteínas, ácidos nucléicos y azúcares en cortes histológicos de cerebros de 
pacientes EA (George Perry and Mark A. Smith; http://www.ipa-online.org/neurosite/presentations.asp).
Diferentes grupos de investigación han descrito que incluso mutaciones implicadas en la EA 
familiar causan EO. La muerte celular y/o una reducción en las defensas anti-oxidantes inducidas por 
EO han sido demostradas en: líneas celulares que expresan APP mutante, PSEN1 o PSEN2 (Eckert 
y cols. 2001a); ratones transgénicos que expresan APP mutante humano y/o PSEN1; ratones “knock 
in” para PSEN1 mutante humana (Takahashi y cols. 2000; Schuessel y cols. 2006); en fibroblastos 
y linfoblastos de pacientes de EA familiar con mutaciones en el gen del APP y PSEN1 (Cecchi y 
cols. 2002) así como en muestras de cortéx cerebral de dichos pacientes (Bogdanovic y cols. 2001; 
Nunomura y cols. 2004).
Fuentes generadoras de ROSI. 
La mitocondria juega un papel crucial en la supervivencia de las células neuronales o 
en su muerte después de un daño en el sistema nervioso central (SNC) porque regula tanto el 
metabolismo energético de la célula como sus vías apoptóticas. Así, dicha producción de energía 
viene acompañada por la generación de ROS, como subproductos de los procesos de fosforilación 
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oxidativa llevada a cabo por la mitocondria. Inevitablemente, si las cantidades de ROS no se eliminan 
correctamente, provocarían un desequilibrio en las cascadas antioxidantes, aparecería el EO y 
consecuentemente, el daño neuronal (Moreira y cols. 2008). Por tanto, la habilidad de las células 
para la detoxificación de los ROS es clave para su homeostasis interna y su supervivencia.
En la mitocondria se estima que el 2-4% del oxigeno consumido durante el transporte de 
electrones no se reduce a agua por la citocromo C oxidasa, sino que se forma el anión semiquinona, 
que puede transferir uno o dos electrones al oxígeno molecular con la posterior formación del 
anión superóxido (O2
-). Además de este origen, el O2
- puede provenir de metaloenzimas mutadas o 
dañadas, que participen en el metabolismo oxidativo. El O2
- puede ser transformado en peróxido de 
hidrógeno (H2O2) y por la reacción de Fenton junto con iones de metales de transición -tales como 
Fe(II) o Cu(II)- , el peróxido de hidrógeno puede ser transformado en radicales hidroxilos (Sayre y 
cols. 2008).
Reacción de Fenton
Figura I.8 Esquema de la degradación molecular del oxígeno. 
En relación con la EA, diversos estudios han observado daños en la mitocondria, siendo 
el defecto más consistente de todos ellos, el déficit en enzimas esenciales responsables del 
metabolismo de los ROS tales como el complejo de α-ketoglutarato dehidrogenasa, el complejo 
piruvato dehidrogenasa o la citocromo oxidasa. Todas estas anomalías conducen a la producción 
de ROS (Su y cols. 2008).
 Como fuentes exógenas generadoras de ROS en los organismos, son: antibióticos, 
medicamentos (p.e. paracetamol), contaminantes (p.e. dióxido de nitrógeno, ozono, humo del cigarro), 
quimioterapia y la exposición a radiaciones ultravioleta o ionizantes (Finkel y cols. 2000).; existen 
otras fuentes de O2
- y de H2O2, son las enzimas oxidativas, como la xantina oxidasa, las NADPH/
NADH oxidasas, la acíl CoA oxidasa, los citocromos P-450, y pequeñas moléculas autooxidables 
tales como las catecolaminas y las quinonas (Dalton y cols. 1999; Gamaley y cols. 1999).
Efectos fisiopatológicos de los ROSII. 
 Los efectos fisiopatológicos derivados de la acción de estos productos del EO pueden 
desarrollarse por los siguientes mecanismos:
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El radical libre del producto primitivo puede alquilar diferentes componentes tisulares tales 1. 
como membranas celulares, RE, enzimas produciendo necrosis o déficit metabólico, o de 
defensa, o transtornos en la división celular (cáncer) por alteración de los ácidos nucleicos 
(Repetto 1997).
Las formas de “oxígeno activado” actúan preferentemente oxidando fuertemente los lípidos 2. 
celulares -especialmente los insaturados- y también los compuestos con grupos SH -como 
el glutatión-, iniciando lo que se conoce como EO, que da lugar a procesos inflamatorios y 
citotóxicos  (Repetto 1997).
Fe, CuQUELANTES
















Figura I.9 Esquema de la producción de estrés oxidativo  (Repetto 1997).
2.3.1.  EA, estrés oxidativo y apoptosis 
 A modo de recordatorio diremos que la apoptosis se considera como la muerte celular 
programada que ocurre normalmente en casi todos los tejidos del organismo. Por este mecanismo, 
aquellas células que presentan alguna disfunción o están dañadas son eliminadas de ese tejido sin 
perturbar de modo adverso a las demás células que le rodean.
 Brevemente, tras una upregulation y/o translocación de proteínas pro-apoptóticas -tales como 
p53, Bax y Par-4- hacia la mitocondria, se produce en esta, la formación del poro de transición de la 
permeabilidad (PTP, del inglés permeability transition pore) liberando así citocromo C (cit-C) y/o el 
factor inductor de apoptosis (AIF, del inglés apoptosis-inducing factor) al citosol. Este hecho provoca 
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la activación de las cistein proteasas llamadas caspasas -en particular, la 3 y 9- que tienen como 
sustrato numerosas proteínas citoplasmáticas, nucleares y proteínas asociadas a membrana. Por 
último, en la membrana citoplasmática, la fosfatidilserina se transloca desde en interior al exterior de 
la bicapa lipídica, ejerciendo de señal de reconocimiento para la eliminación de la célula apoptótica 
por parte de los macrófagos y microglía (Mattson 2006).
 Aunque existen diferentes fuentes de ROS, la mayor de dichas fuentes es la cadena respiratoria 
mitocondrial. La muerte neuronal inducida por el EO agrupa tanto necrosis como apoptosis; la forma 
de muerte dependerá del grado y severidad en que se haya producido el daño oxidativo (Onyango 
y cols. 2006). Dicha disfunción mitocondrial ha sido descrita en cerebros de pacientes de Alzheimer 
(Hirai y cols. 2001) y ha sido propuesta como un mecanismo subyacente en la patogénesis de la 
enfermedad desde que el defecto en el metabolismo energético es un componente importante en la 
EA (Beal 1995; Blass y cols. 1999). Este defecto viene provocado por una deficiencia en citocromo 
C oxidasa (COX) -el defecto más consistente hasta ahora descrito en las enzimas que participan en 
el transporte de electrones mitocondrial para la EA-. La disfunción en la COX provoca un incremento 
de ROS, reduce las reservas energéticas y perturba el metabolismo energético (Mutisya y cols. 
1994; Smith y cols. 1996; Davis y cols. 1997) lo que conduce a un deterioro en el funcionamiento en 
la cadena transportadora de electrones (Stewart y cols. 2000); este hecho provoca un descenso en 
la producción de ATP, un incremento en la formación de radicales libres tóxicos, y una alteración en 
la homeostasis del calcio.
Todos los acontecimientos enumerados anteriormente, desembocan en la oxidación del DNA 
mitocondrial -observado en cerebros de pacientes EA y contribuyen a la formación de péptidos con 
mayor poder de agregación (Smith y cols. 2000; Shan y cols. 2003)-  oxidación de proteínas y lipidos 
-proteínas nitradas han sido localizadas en el hipocampo y neocórtex de pacientes EA (Smith y cols. 
1997) fibroblastos y linfoblastos de pacientes EA familiar muestran un incremento de productos de 
lipoperoxidación en comparación con muestras de pacientes control (Cecchi y cols. 2002)- y una 
apertura en el poro de transición de la permeabilidad mitocondrial (Halliwell 1999), lo que termina 
en la iniciación del proceso de muerte neuronal por apoptosis.
Diferentes estudios de investigación han evidenciado mecanismos relacionados con el 
procesamiento del APP, producción del Aβ, localización extra/intracelular del mismo, etc, pero 
verdaderamente, los mecanismos responsables que subyacen a la masiva degeneración y muerte 
de células neuronales de cerebros de los pacientes, en los estadios tempranos de la EA familiar, se 
nos presentan desconocidos. 
 Si partimos del hecho de que el EO y la producción de ROS son eventos proximales a 
esta enfermedad y que las mutaciones relacionadas con la EA, aumentan este EO, la pregunta 
que surge es ¿cuáles son los pasos que inician la cascada bioquímica que conducen a la muerte 
neuronal? Dicha cuestión está siendo dirigida a través de los estudios in vitro e in vivo realizados 
por los diferentes grupos de investigación.
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 2.3.2. EA, estrés oxidativo y metabolismo/procesamiento del APP
Los resultados obtenidos con el estrés oxidativo producido por diferentes tratamientos 
celulares, tales como hiperglucemia, glutamato, proteínas prión, perturbación en la homeostasis 
del calcio (Mattson 2002; Ferreiro y cols. 2006; Tahirovic y cols. 2007; Schaeffer y cols. 2008) y la 
hipoxia crónica (Guglielmotto y cols. 2009) refuerzan la hipótesis de que el estrés oxidativo es una 
vía común básica de acumulación de Aβ.
Por otro lado, Nordstedt y cols. observaron que la edad incrementaba el contenido tanto en 
la isoforma madura del APP como en los C-terminales amiloidogénicos, pudiendo relacionar y dar al 
mismo tiempo, una explicación de la conexión de la EA y la edad (Nordstedt y cols. 1991). Además, 
se ha demostrado, a través de diferentes estudios, que el incremento de la expresión del APP y 
sus fragmentos C-terminales se asocian con el proceso de muerte neuronal ya que en modelos in 
vivo se ha podido observar que dichos fragmentos C-terminales del APP quedan acumulados en el 
núcleo celular, uniéndose a las proteínas adaptadoras del núcleo Fe65 y CP2, alterando el proceso 
de transcripción de proteínas (Chang y cols. 2005). La translocación de los fragmentos C-terminales 
al núcleo también se relacionan con la muerte neuronal en modelos in vivo de otros grupos de 
investigación  (DeGiorgio y cols. 2000). Además recientemente se ha descrito que además del  Aβ 
intracelular también el fragmento C-terminal de 99 aminoácidos induce muerte celular apoptótica 
dependiente de mitocondria (Park y cols. 2009).
Por primera vez en nuestro laboratorio, nos disponemos a ofrecer resultados sobre cómo el 
EO influye de manera muy directa en el metabolismo y procesamiento del APP. A través de cultivos 
in vitro, hemos estudiado las consecuencias de los radicales libres originados a partir del sistema 







 Sabemos que mutaciones en tres genes -APP (Goate y cols. 1991), PSEN1 (Sherrington 
y cols. 1995) y PSEN2 (Rogaev y cols. 1995; Levy-Lahad y cols. 1995a)- son los responsables de 
la mayoría de los casos de EA de naturaleza génica y herencia autosómica dominante, aunque 
la totalidad de los casos de dicha enfermedad son esporádicos (Nussbaum y cols. 2003). Ésta 
última forma de EA tiene causas desconocidas, probablemente porque es heterogénea y debida al 
envejecimiento en concierto con otros factores genéticos y ambientales.
 Precisamente, el envejecimiento es el factor de riesgo más óbvio de la enfermedad y tanto 
el estrés oxidativo (EO) que lleva asociado como el daño oxidativo provocado parece ser el primer 
acontecimiento en la EA (Moreira y cols. 2005; Nunomura y cols. 2006). El EO se define como el 
desequilibrio entre los procesos bioquímicos que conducen a la producción de especies reactivas 
de oxígeno (ROS), por tanto, la capacidad de la célula de destoxificar los ROS es crucial para la 
homeostasis y su supervivencia (Harman 1981). Lo que está menos claro es la naturaleza del 
mecanismo que liga la muerte celular y el EO, por lo que son de gran interés los estudios de las 
posibles alteraciones celulares que ocurren en presencia de este estrés.
 Además, la exposición al EO conduce a un aumento -dependiente de la edad- en los niveles 
celulares de proteínas, de lípidos y de ácidos nucleicos modificados oxidativamente; esto predispone 
al organismo al desarrollo de desórdenes relacionados con la edad en los que se produce deterioro 
en la función cognitiva y posteriormente, una integridad metabólica afectada (Stadtman 2002). 
 Por todo lo expuesto anteriormente, nos pareció muy interesante el desarrollo de un modelo 
de neurodegeneración basado en la EA familiar combinando mutaciones en un gen implicado en la 
EA familiar con el principal factor de riesgo de la EA, el EO asociado a la edad. Este modelo sería 
de gran utilidad para el estudio de los mecanismos patogénicos implicados en la EA.
 Para ello, nos planteamos los siguientes objetivos:
 Definición del modelo celular de EA familiar.I.
Generación y caracterización de líneas neuronales que expresen establemente 1. 
APP wild type y mutante.
Estudio de la muerte celular por medio de la monitorización de marcadores 2. 
celulares asociados a procesos apoptóticos, inducidos por el EO.
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 Estudio del metabolismo y procesamiento del APP en el modelo celular de EA II.
familiar:
Consecuencias del EO en el metabolismo/procesamiento del APP.1. 
Consecuencias de la combinación del EO y la expresión de la proteína APP 2. 
mutante en el metabolismo/procesamiento del APP.
 Estudios genómico/funcional del modelo celular de EA familiar: III.
Análisis de expresión génica diferencial.1. 







4. MATERIALES y MÉTODOS
4.1.  REACTIVOS 
Todos los reactivos empleados en el desarrollo de esta Tesis son de grado analítico.
 Los siguientes reactivos fueron suministrados por Merck: cloruro sódico (NaCl), ácido 
clorhídrico (HCl), glicerol, glicina, acetato sódico, bromuro de etidio, citrato sódico, cloruro magnésico 
(MgCl2), hidróxido sódico (NaOH), EDTA, etanol, metanol, citrato sódico y paraformaldehido.
 Los siguientes reactivos fueron suministrados por Sigma: suero bovino fetal, seroalbúmina 
bovina (BSA), beta-mercaptoetanol, dimetilsulfóxido (DMSO), Triton X-100, deoxicolato sódico, 
N-dodmcil- -D maltosa, Ponceau S, Hepes, dicloruro de 4’,6-diamino-2-fenilindol (DAPI), fluoruro 
sódico (NaF), ortovanadato sódico, ácido ocadaico, Trizima base y sodio dodecil sulfato (SDS).
Los siguientes reactivos fueron suministrados por BioRad: acrilamida, bisacrilamida, azul de 
bromofenol, TEMED y persulfato amónico (APS).
Los siguientes reactivos fueron suministrados por Fluka: Nonidet-P40 (NP40)
Los siguientes reactivos fueron suministrados por GibcoBRL: agarosa.
Los siguientes reactivos fueron suministrados por Calbiochem: Tween-20.
Los siguientes reactivos fueron suministrados por Roche: Inhibidores de proteasas.
Los siguientes reactivos fueron suministrados por Nestlé: leche desnatada en polvo.
Los reactivos para la reacción en cadena de la polimerasa fueron suministrados: Amplitaq 
DNA polimerasa, tampón de reacción 10X y MgCl2 por Biotools y desoxinucleótidos trifosfato 
(dNTP) por Applied Biosystem.
Además de los reactivos generales mencionados se han empleado otros más específicos 




 4.2.1. Línea celular: 
 En la realización de este trabajo se han utilizado las células de neuroblastoma humano, 
SK-N-MC (ATCC, Ref. HTB-10), que se mantuvieron en medio mínimo esencial (MEM) y fueron 
suplementadas con el 10% de suero bovino fetal (FSC), glutamina 2mM, piruvato 1mM, aminoácidos 
no esenciales (alanina, aspártico, glutamina, prolina y asparragina) y una mezcla de antibióticos 
(estreptomicina y penicilina G). Se cultivaron a 37ºC e una atmósfera humidificada de CO2 al 7%.
 
 4.2.2. Plásmidos:
Todos los plásmidos han sido secuenciados en el Servicio de Genómica del Parque Científico 
de Madrid (PCM), verificando así la presencia de las correspondientes mutaciones.
Los plásmidos utilizados para la transfección de las células, pCDNA3-APP695 WILD TYPE, 
pCDNA3-SK-APPSWEDISH (K670M/N671L) y pCDNA3-SK-APPSWEDISH/LONDON (K670M/N671L+V717I) 
fueron suministrados, amablemente, por el Dr. Jordi Pérez-Tur y la Dra. Karen Jansen, de la Clínica 









Wild type K/M I V
Swedish N/L I V
Swedish/London N/L I I
Tabla M.1  Mutaciones APP. La numeración superior corresponde 
a la isoforma de APP 695 y la inferior a la isoforma 770. Se indica la 
posición de los aminoácidos exactos donde se producen las mutaciones 
en cada isoforma. Los aminoácidos que aparecen en rojo son aquellos 
que han mutado con respecto a los que conforman la proteína wild type. 




 4.2.3. Generación de líneas celulares de neuroblastoma humano que expresan de 
forma estable la proteína APP695 humana wild type o mutante.
 Varios cultivos de SK-N-MC se transfectaron con los siguientes plásmidos:
pCDNA3 sin inserto.•	
pCDNA3-APP•	 695 WILD TYPE.
pCDNA3-APP•	 695 SWEDISH.(KM670/671NL). 
pCDNA3-APP•	 695 SWEDISH/LONDON. (KM670/671NL+V717I).
La transfección se llevó a cabo con 15 µg de DNA plasmídico, mediante el método de 
trasfección con fosfato cálcico (Sambrook 1989) durante 15 horas. Transcurrido ese tiempo, el 
medio fue sustituido por medio completo y, 6 horas después, las células se sembraron a diluciones 
1:2, 1:10, 1:100 y 1:1000 sobre placas P100; cumplidas 24 horas, se añadió Geneticina (Gibco) 
para la selección de los colonias, a una concentración final de 400 µg/ml. Se realizaron cambios de 
medio cada 3-4 días, añadiendo siempre su antibiótico de selección. Las colonias seleccionadas 
por su resistencia a geneticina fueron expandidas y el nivel de expresión de la proteína APP fue 
analizado mediante un ensayo de inmunomarcado después de electroforesis con el anticuerpo 
22C11. Aquellas colonias SK-APPWT o SK-APPSWE que expresaban una cantidad de proteína similar 
fueron crecidas y establecidas como líneas celulares. Además, para confirmar que dichos niveles de 
proteína correlacionaban con niveles de RNA mensajero (mRNA), las líneas celulares establecidas 
fueron sometidas a un análisis de RT-PCR específica para APP (ver apartado 3.11.3. de Materiales 
y Métodos)
 4.2.4. Tratamiento de estrés oxidativo:
 Según el tipo de placa utilizada para cada experimento, la densidad celular a la  que 
sembramos las células fue diferente. Así, en placas de M-6 fue de 5x105 células/pocillo; en M-24 fue 
de 2x105 ó 1,5x105 según experimento; y para una M-96 fue de 2x104.
Cuando dichos cultivos celulares se encuentran en una confluencia de aproximadamente 
el 75-80%, procedimos al cambio de medio, por medio fresco -para crear las mismas condiciones 
metabólicas en cada pocillo- durante 1h. Transcurrido ese tiempo, el medio vuelve a ser renovado 
bien por medio fresco (control), bien por medio con tratamiento a las concentraciones y tiempos 
establecidos para cada ensayo.
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Para la inducción del EO, se utilizó el sistema xantina/ xantina oxidasa: el stock de xantina 
(X: Sigma) se prepara a una concentración de 0.1M en NaOH (1N); la xantina oxidasa (Xo) fue 
suministrada por Roche. Las concentraciones óptimas de X y Xo fueron previamente establecidas 























 Aβ40 (Beta amiloide [1-40]): Se obtuvo de Quality Controlled Biochemicals, Inc. (QCB, Inc.) 
y corresponde a la secuencia:
H2N-DAEFRHDSGYEVHHQKLVFFAEDVGSNKGAIIGLMVGGVV-COOH
 Aβ42 (Beta amiloide [1-42]): Se obtuvo de Quality Controlled Biochemicals, Inc. (QCB, Inc.) 
y corresponde a la secuencia:
H2N- DAEFRHDSGYEVHHQKLVFFAEDVGSNKGAIIGLMVGGVVIA-COOH





 4.4.1. Anticuerpos que reconocen la proteína APP
 
  22C11. El clon 22C11 es un anticuerpo monoclonal de ratón (Chemicon International, 
Inc.) que reconoce un epítopo de la región N-terminal, correspondiente a los aminoácidos 66-81, de 
la proteína APP (Hilbich y cols. 1993). El anticuerpo MAB 438 se ha utilizado para inmunomarcado 
después de electroforesis y para inmunocitoquímica a una concentración final de 0.25 µg/ml.
  Anti-APP, C-terminal. Anti-APP C-terminal es un anticuerpo policlonal de conejo 
(Sigma-Aldrich) que reconoce un epítopo de la región C-terminal, correspondiente a los aminoácidos 
676-695 de la proteína APP, tanto de su forma total como de sus fragmentos originados en su 
procesamiento proteolítico. Se utilizó para inmunomarcado después de electroforesis a una dilución 
de 1:2000 y en inmunocitoquímica a una dilución de 1:50.
  6E10. 6E10 es un anticuerpo monoclonal de ratón en su forma de ascites (Covance) 
que es específico para los residuos 1-16 de la secuencia de Aβ humano. Se ha utilizado para 
inmunomarcado después de electroforesis a una dilución final de 1:400 y para inmunocitoquímica a 
una dilución final de 1:100.
 4.4.2. Anticuerpos que reconocen el pétido Aβ
  
  R208 y R224. Los anticuerpos R208 y R226 son anticuerpos policlonales de 
conejo que reconocen específicamente los péptidos Aβ40 y Aβ42, respectivamente. Ambos fueron 
amablemente cedidos por el Dr. P.D. Mehta, del State Institute for Basic Research de Nueva York. 
Se utilizaron para ensayos de ELISA a una dilución de 1:2500.
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4.4.3. Anticuerpos utilizados en la caracterización de la muerte apoptótica de los 
cultivos celulares
  Anti-fragmento p85 de la proteína PARP-1. Anti-fragmento p85 de la proteína 
PARP-1 es una anticuerpo policlonal de conejo (Promega) que reconoce el fragmento de 85 kDa 
originado en el procesamiento proteolítico de PARP (poly ADP-ribose polymerase) que tiene lugar 
durante la muerte por apoptosis. El anticuerpo no reconoce la proteína entera de 116 kDa. Se utilizó 
para inmunomarcado después de de electroforesis a una dilución de 1:500.
  Anti-Caspasa-3. Anti-Caspasa-3 es un anticuerpo policlonal de ratón (Cell-Signaling) 
que reconoce el fragmento de la caspasa-3 activa (17-19 kDa), no reconociendo a ni la proteína entera 
ni otros fragmentos de otras caspasas. Se utilizó para inmunomarcado después de electroforesis a 
una dilución de 1:500. 
 
4.4.4. Otros anticuerpos
  Anti-HO-1 (Hsp32). Anti-HO-1 (Hsp32) es un anticuerpo policlonal de conejo (MBL) 
que reconoce a la proteína HO-1. Se utilizó para inmunomarcado después de electroforesis a una 
dilución de 1:1000.
  Anti-CD63. Anti-CD63 es un anticuerpo monoclonal d ratón (Developmental Studies 
Hybridoma Bank, Department of Biology, The University of Iowa, 028 Biolog Building East; Iowa 
City, IA 52242) del Servicio de Microscopía Óptica y Confocal (SMOC) del CBMSO. Se utilizó en 
inmunocitoquímica a una dilución 1:50.
  Anti-α-tubulina. Anti-α-tubulina (clon B-5-1-2) es un anticuerpo monoclonal de 
ratón (Sigma) que reconoce un epítopo C-terminal de la isoforma α de la tubulina. Se utilizó para 
inmunomarcado después de electroforesis a una concentración final de 0.1 µg/ml.
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 4.4.5. Anticuerpos secundarios
  Alexa Fluor® 488 goat anti-mouse (Sigma-Aldrich): dilución utilizada para 
inmunocitoquímica 1:500
  Alexa Fluor® 488 donkey anti-rabbit (Sigma-Aldrich): dilución utilizada para 
inmunocitoquímica 1:500
  Alexa Fluor® 555 goat anti-mouse (Sigma-Aldrich): dilución utilizada para 
inmunocitoquímica 1:500
  Anti monoclonal acoplado a peroxidasa (Vector Laboratories): dilución utilizada 
para inmunotrasferencia proteica 1:50000
  Anti policlonal acoplado a peroxidasa (Nordic): dilución utilizada para 
inmunotransferencia proteica 1:10000
4.5. SONDAS FLUORESCENTES
 4.5.1.  Dihidrocloruro de 4’,6’-Diamidino-2-fenilindol: El dihidrocloruro de 4’,6’-diamidino-
2-fenilindol (DAPI, Sigma) es un agente fluorescente, permeable en la membrana, que se une de 
forma reversible al surco menor del DNA de doble cadena, formando un complejo estable cuya 
fluorescencia es 20 veces mayor que la del DAPI no unido a DNA. El DAPI unido a DNA se 
excita a una longitud de onda de 364 nm y emite a una longitud de onda de 454 nm. Se utilizo en 
inmunocitoquimica. Fue solubilizado en agua a una concentración de 5 mg/ml y se utilizó a una 
concentración de 5 µg/ml
 
4.5.2. Yoduro de propidio: El yoduro de propidio (IP, Molecular Probes) es un agente 
intercalante de DNA y RNA uniéndose a ellas de forma estequiométrica, cuando la integridad de 
la membrana plasmática está dañada (Darzynkiewicz y cols. 1994), utilizado habitualmente para 
determinar el contenido de DNA en estudios de ciclo celular; la presencia de contenido de DNA menor 
que 2C (contenido hipodiploide) indica existencia de células apoptóticas. El yoduro de propidio se 
excita a una longitud de onda de 535 nm y emite a una longitud de onda de 617 nm. Se utilizó en el 




4.5.3. Diacetato de 2’,7’-diclorodihodrofluoresceina: El diacetato de 
2’,7’-diclorodihidrofluoresceína (H2DCFDA, Molecular Probes) es un compuesto no polar que 
difunde rápidamente en las células, donde es hidrolizado por esterasas intracelulares al derivado 
no fluorescente 2’,7’-diclorodihidrofluoresceína. La sonda reacciona preferentemente  con peróxido 
de hidrógeno e iones superóxido (Bass y cols. 1983; Cathcart y cols. 1983; Royall y cols. 1993). 
La oxidación de la sonda genera un producto polar y fluorescente -2’,7’-diclorofluoresceína- que se 
excita a una longitud de onda de 502 nm y emite a una longitud de onda de 523 nm. Se utilizó a una 
concentración final de 30 µM, estando el stock a una concentración de 30 mM en DMSO.
4.6. PREPARACIÓN DE LAS MUESTRAS CELULARES
 4.6.1. Obtención de lisados celulares totales
 Las células, en las condiciones que se indican en cada apartado correspondiente, se 
recogieron de la placa y se lavaron con PBS 1x mediante centrifugación a 310 x g, durante 5 
minutos. Posteriormente, fueron lisadas directamente en tampón de muestra que contiene Tris-
HCL 25 mM pH 6,3, glicerol 10%, SDS 2%, β-mercaptoetanol 5% y azul de bromofenol 0.01%. Las 
muestras se calentaron a 100ºC durante 3 minutos y posteriormente se congelaron a -70ºC hasta 
su utilización.
 4.6.2. Obtención de medios condicionados de los cultivos celulares
 A los medios condicionados (5 ml de medio por placa de P-100 ó 2 ml de medio por pocillo 
de placa M-6) se les añadió una mezcla de inhibidores de proteasas (Complete Mini EDTA-free, 
Roche) y se centrifugaron a 310 x g durante 5 minutos. Tras esto, los sobrenadantes ya clarificados 
se concentraron mediante liofilización durante 24h, siendo después reconstituidos en PBS 1x en 
un volumen tal, que quedaran concentrados 10 veces respecto a los medios recogidos. Una vez 
reconstituidos, se congelaron a -70ºC hasta su utilización.
MATERIALES Y MÉTODOS
73
4.7. ANÁLISIS DE LAS PROTEÍNAS
 4.7.2. Electroforesis de proteínas en geles de poliacrilamida en presencia de SDS 
(SDS-PAGE)
 La electroforesis de proteínas en geles de poliacrilamida en presencia de SDS se realizó 
según el método discontinuo de Laemmli (Laemmli 1970). Se utilizaron geles concentradores al 
3% en acrilamida y geles separadores de porcentaje de acrilamida variable (8, 10, 12, 15 ó 10-
16%) en función del peso molecular de las proteínas a analizar. Se usaron los patrones de alto 
peso molecular Precision Plus Protein Standars™ (BioRad); y de bajo peso molecular Low-Range 
Rainbow Molecular Weight Markers™ (Ammersham Bioscience).
 4.7.3. Inmunomarcado después de electroforesis en geles de poliacrilamida (“Western 
Blot”)
 La inmunotransferencia se realizó de acuerdo con el método de Harlow y Lane (Harlow 1988). 
Brevemente, las proteínas resueltas en los geles de poliacrilamida-SDS tal y como se describe en 
el apartado anterior, se transfirieron a un filtro de nitrocelulosa (BioRad) con un tamaño de poro de 
0.45 µm o bien a un filtro de Immobilon-PSQ Membrane, PVDF (Millipore) -activado previamente 10 
minutos con metanol y lavado 3x con agua miliQ- con un tamaño de poro de 0.2 µm, durante un 
tiempo determinado para cada proteína analizada y con una corriente de 1.3 mA/cm2 mediante el 
método de transferencia electroforética semi-seca llevado a cabo con los aparatos de transferencia 
Trans-Blot SD cell™ (BioRad). Eventualmente, para la detección de caspasa-3, las proteínas 
resueltas en los geles de poliacrilamida-SDS del 15%, se transfirieron a un filtro de PVDF durante 
35 minutos y con un voltaje constante de 100V, mediante el método de transferencia líquida llevado 
a cabo con los aparatos de transferencia Mini Trans-Blot® Electrophoretic Transfer Cell (Bio-Rad).
 Tras visualizar las proteínas transferidas mediante la tinción con rojo Ponceau S, la reactividad 
no específica fue bloqueada por incubación, durante 1 hora a temperatura ambiente o toda la noche 
a 4ºC, bien con BSA al 3 ó 5% bien con leche al 5% -según la proteína a analizar- en PBS 1x y 
Tween-20 0.2%. Las membranas se incubaron después, durante 2 horas, a temperatura ambiente 
con los diferentes anticuerpos primaros -especificados en el apartado 3.3 de Materiales y Métodos- 
diluidos en PBS 1x con BSA o leche al 1% ó 3% y Tween-20 0.1% ó 0,05%. Tras varios lavados 
en PBS 1x ó TBS-Tween-20 0.05%, las membranas se incubaron durante 2 horas a temperatura 
ambiente con los anticuerpos secundarios unidos a peroxidasa -especificados en el apartado 3.3.6 
de Materiales y Métodos- en PBS 1x-BSA o leche al 1%. Las bandas inmunoreactivas se visualizaron 
MATERIALES Y MÉTODOS
74
con el reactivo quimioluminiscente intensificado ECL (Ammersham Bioscience). Posteriormente, 
las bandas resultantes se cuantificaron mediante densitometría (densitómetro GS-800 “Calibrated 
Imaging Densitometer” de BioRad).
 En todos los casos se utilizó la cantidad de α-tubulina para normalizar la media, ya que la 
cantidad de esta proteína se mantiene constante en las células y no varía con los tratamientos. La 
proteína α-tubulina se visualiza por inmunomarcado, como se ha descrito en el párrafo anterior, 
utilizando el anticuerpo primario correspondiente.
4.8. ENSAYO DE LA VIABILIDAD CELULAR
 La sal de tetrazolio, MTT, es un compuesto permeable en la célula que se reduce a formazán, 
compuesto coloreado que puede ser cuantificado mediante un ensayo colorimétrico. La capacidad 
de reducción de este compuesto ha sido interpretada como indicativa del estado redox celular 
(Altman 1976; Shearman y cols. 1995), de la integridad mitocondrial (Rago y cols. 1991; Berridge y 
cols. 1993) y en el análisis de de la proliferación celular y citotoxicidad (Mosmann 1983).
 4.8.1. Ensayos de reducción de bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio 
(MTT)
 Sembramos 2x104 células/pocillo 48 horas antes de iniciar el tratamiento de EO, placas de 
M-96 pocillos (Nunc) en medio de cultivo, a 37ºC en atmosfera humidificada con CO2 al 7%.
 El ensayo consistió en una modificación del protocolo original descrito por Hansen (Hansen 
y cols. 1989). Dos horas antes de finalizar los tratamientos de los cultivos celulares, se adicionó el 
MTT (stock 5 mg/ml en PBS 1x) sobre el medio de cultivo a una concentración final de 0.5 mg/ml, 
dejándolo incubar durante 3 horas a 37ºC, protegido de la luz. Transcurrido ese tiempo, se añadió 
sobre el medio, un volumen de 100 µl de tampón de lisis (20% SDS en 50% N,N-dimetilformamida, 
pH 4,7) y se incubó durante toda la noche a 37ºC en oscuridad. La cantidad de formazán producida, 
se valoró midiendo la absorbancia del medio de cada pocillo, a una longitud de onda de 550 nm, en 
un lector de placas de ELISA Microplate Reader model 680 (BioRad).
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4.9. DETERMINACIÓN DE LA PRODUCCIÓN DE ESPECIES REACTIVAS DE OXÍGENO (ROS)
 Las células se sembraron a una densidad de 3x104 células/pocillo, 48 horas antes de 
comenzar los tratamientos en placas de 96 pocillos (Costar) en medio de cultivo.
 La determinación de la producción de ROS se llevó a cabo mediante la utilización de la sonda 
diacetato de diclorofluoresceína -H2DCFDA- modificando las técnicas ya descritas (Rosenkranz y 
cols. 1992). Brevemente, tras lavar las células con tampón HKRB (HEPES 20 mM, NaCl 103 mM, 
KCl 4.77 mM, CaCl2 0.5 mM, MgCl2 1.2 mM, KH2PO4 1.2 Mm, NaHCO3 25 mM, glucosa 15 mM) pH 
7.3, se adicionó sobre el medio la sonda a una concentración final de 30 µM y se incubaron durante 
2 horas protegidas de la luz. Transcurrido ese tiempo, se retiró el medio y se lavaron las células 
con tampón HKRB suplementado con 2% FSC, añadiendo a cada pocillo 100 µl, y se incubaron las 
placas durante 1 hora a 37ºC, protegidas de la luz. Transcurrido este tiempo se midió la fluorescencia 
utilizando el fluorímetro Infinite® 200 series (Tecan) a una longitud de onda de excitación de 485 nm 
y una longitud de onda de emisión de 535 nm.
4.10. ANÁLISIS POR CITOMETRÍA DE FLUJO
 Las distintas líneas celulares se sembraron a una densidad de 5x105 células/pocillo, en 
placas de M-6 (Falcon) y se incubaron a los tiempos determinados en el ensayo en presencia y 
ausencia del tratamiento de EO, el sistema XXO. 
Tras levantarlas de su soporte plástico en su propio medio mediante raspado -para así recoger 
tanto las células que permanecían adheridas como las células muertas que flotaban en el medio- 
las centrifugamos durante 5 minutos a 310x g, lavándolas a su vez con PBS 1x. A continuación, 
procedimos a su fijado en etanol al 30% en PBS 1x durante la noche a 4ºC. Acabado el periodo de 
fijación, centrifugamos el contenido celular, durante unos segundos a 9720x g, para después volver 
a lavar las células con PBS 1x en un proceso de centrifugación igual que el anterior. Tras esto, 
realizamos la tinción incubándolas con  300 µl de buffer de ciclo celular compuesto por citrato sódico 
0,1%, NP40 0,3%, RNAsa A 0,02% (Boehringer Mannheim) y yoduro de propidio 0,05%, durante 45 
minutos a 37ºC. Pasado este tiempo, se dejaron a 4ºC hasta su lectura. Las células tratadas y fijadas 
fueron analizadas posteriormente mediante citometría de flujo usando el citómetro FACScalibur (BD 
Biosciences) y el porcentaje de células en las distintas fases del ciclo celular se calcularon utilizando 
el programa Cell Quest-Pro (BD bioscience), eliminando del análisis los agregados celulares. La 
apoptosis se determinó como el porcentaje de células con un contenido de DNA subG0/G1 en la 
zona del histograma intensidad de IP-área (Robinson 1997).
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4.11. DETERMINACIÓN DE LAS ACTIVIDADES α y β SECRETASAS POR ENSAYO 
FLUORIMÉTRICO
 Para la realización de este ensayo, sembramos doble pocillo de las distintas líneas celulares 
a una densidad de 5x105 células/pocillo en placas de M-6 (Falcon). Tras la exposición de los cultivos 
celulares al tratamiento del sistema xantina/xantina oxidasa durante los tiempos determinados para 
este ensayo, procedimos a su levantamiento de su soporte plástico, centrifugándolas a 310x g para 
la obtención del sedimento celular. La cuantificación de proteína de cada muestra la obtuvimos 
mediante el ensayo BCA Protein Assay Kit (Pierce). La determinación de las actividades α y 
β-secretasas se obtuvieron mediante el kit comercial α-Secretase Activity Kit y β- Secretase Activity 
Kit, respectivamente; ambos de R & D systems y siguiendo las instrucciones del proveedor. La 
fluorescencia fue medida utilizando el fluorímetro Infinite® 200 series (Tecan) -longitud de onda de 
excitación: 360 nm; longitud de onda de emisión: 510 nm.
4.12. ENSAYO INMUNOCITOQUÍMICA
 
 Las distintas líneas celulares se sembraron sobre cubreobjetos sin tratar a una densidad de 
1,5x105 células/pocillo. Tras el tiempo de tratamiento determinado para este ensayo, los cubreobjetos 
se fijaron utilizando paraformaldehido al 4% durante 20 minutos, transcurridos los cuales, se lavaron 
lentamente con PBS 1x 1x, tres veces.
 Después de ser fijadas, las células se permeabilizaron y bloquearon toda la noche a 4ºC con 
una solución de bloqueo compuesto por suero de caballo 2%, Tritón X-100 0,2% en PBS 1x pH 7.4. 
Pasado ese tiempo, se incubaron con el primer anticuerpo, diluido en solución de bloqueo, durante 
2h a temperatura ambiente y en oscuridad. A continuación, se realizaron tres lavados con solución 
de bloqueo, cada uno de 10 minutos. Los anticuerpos secundarios acoplados a fluoresceína o 
Texas-red -diluidos en solución de bloqueo- se incubaron durante 1 hora y media, a temperatura 
ambiente y en oscuridad. Transcurrido el tiempo de incubación, se realizó la tinción de los núcleos 
con la sonda fluorescente DAPI para continuar con tres lavados de 10 minutos con PBS 1x.
 Posteriormente, los cubreobjetos fueron lavados con agua y se deshidrataron con etanol 
al 100%. Los cubreobjetos, una vez deshidratados, se montaron sobre portaobjetos con medio de 
montaje para fluorescencia, Mowiol® (Sigma-Aldrich). Se guardaron a 4ºC hasta su utilización.
 Las muestras se visualizaron en el microscopio de fluorescencia invertido Axiovert200 
(Zeiss) acoplado a una cámara ccd monocroma y color, utilizando un objetivo 63X/1,40 oil Plan-
Apochromat  y 100X/1.3 oil iris Plan-Neofluar. Para realizar el análisis confocal de las muestras se 
MATERIALES Y MÉTODOS
77
utilizó el microscopio de Barrido Láser confocal LSM510 META acoplado a un microscopio invertido 
Axiovert200 (Zeiss), utilizando un objetivo 63X/1,40 oil Plan-Apochromat.
 Para adquirir las imágenes se utilizó una cámara SPOT RT Slider (Diagnostic), empleando 
el software Metavue. Para las imágenes del confocal se empleó el software Zeiss ZEN 2008 sp2. 
El procesamiento de las imágenes se realizó utilizando el programa Adobe Photoshop 7.0 y Adobe 
Photoshop CS3 (Adobe Systems Incorporated), indistintamente.
4.13.  INMUNOENSAYO LIGADO A ENZIMA (ELISA)
 3.13.1. Ensayo ELISA “sándwich” para la cuantificación de Aβ
 Con el fin de detectar y cuantificar los niveles de Aβ40 y Aβ42 secretado en la línea C2 
(SK-N-MC-APP695) se utilizó el ELISA “sándwich” desarrollado por nuestro laboratorio y descrito ya 
previamente (Serrano Carballal 2003; Recuero y cols. 2004).
 Así mismo, y con el mismo propósito, se utilizó -paras líneas celulares estables de SK-APPWT 
y SK-APPSWE- el kit Aβ [1-40] Human ELISA Kit (Invitrogen).
4.14.  ANÁLISIS DE LA EXPRESIÓN GÉNICA DIFERENCIAL POR RT-PCR EN PLACA
 
3.14.1. Aislamiento del RNA total
Todo el material utilizado en esta técnica estaba libre de RNAsas. 
Se sembraron 5x105 sobre pocillos de M-6 (Falcon) de cada una de las líneas celulares y 
transcurrido el tiempo de cultivo en basal (sin tratamiento) o con el tratamiento de EO y especificado 
en cada ensayo, las células se lavaron en PBS 1x y por centrifugación a 310x g durante 5 minutos, 
se recogió el sedimento celular. El RNA total fue aislado con un kit de extracción en columnas High 
Pure RNA Isolation kit (Roche), siguiendo el protocolo indicado por el fabricante.
Con el fin de valorar la cantidad y calidad del RNA obtenido, este fue analizado en el equipo 
Nanodrop ND-1000 (Nanodrop Technologies).
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4.14.2. Síntesis de c-DNA por retrotranscripción
La retrotranscripción -transcribir el RNA a cDNA (ácido dexosirribonuclieco complementario)- 
se llevó a cabo con el kit High Capacity cDNA Archive kit (Applied Biosystems) en un volumen final 
de 50 µl, para 500 ng de RNA total. Los tubos con la mezcla de reacción se llevaron al termociclador 
GeneAmp PCR system 2400 o 9600 (Perkin-Elmer) donde se siguió el protocolo descrito por el 
fabricante; 25ºC durante 10 minutos seguido de 37ºC durante 2 horas. El producto obtenido se 
conservó a -20ºC hasta su uso.
4.14.3. PCR cuantitativa específica para HO-1
 El cDNA (0,5 µl) obtenido para cada condición -células incubadas con medio sólo o con 
XXO, a los tiempos indicados para cada experimento- es ensayado para el gen de interés. Todas 
las medidas se realizan por triplicado. 
 El ensayo de PCR a tiempo real para el mRNA de HO-1 fue diseñado con la herramienta 
ProbeFinder (Roche), utilizando la sonda de la Universal ProbeLibrary, específica para el mRNA 
HO-1 (#15, cat. no. 04685148001, Roche). El cDNA fue amplificado con los primers específicos para 
la secuencia diana y utilizados a una concentración final de 200 nM.
La PCR a tiempo real se llevó a cabo en el aparato ABI Prism 7900HT SD (Applied 
Biosystems). Las condiciones de amplificación fueron las estándar de amplificación del aparato, 
utilizando “Universal PCR Master Mix, No AmpErase®UNG” (Applied Biosystems). La cuantificación 
relativa del mRNA de HO-1 se determinó por el método del ΔΔCt utilizando el software SDS v2.1.1; 
como gen endógeno control se utilizó el de GAPDH y el 18S indistintamente, ya que la expresión de 
ambos, no presenta cambios en ningún momento. Para comprobar que la PCR a tiempo real carecía 
de contaminación con DNA genómico o cualquier otra impureza de los reactivos, se utilizaron como 
blancos, pocillos sin cDNA.
4.14.4. PCR cuantitativa específica para APP, APPWILD TYPE y SK-APPSWE
Para analizar los niveles de mRNA de APP en nuestras líneas celulares, se diseñó la siguiente 













Lower 5’- GCACCTTTGTTTGAACCCACAT -3’
 Se realizó una cuantificación absoluta como relativa; la absoluta para ver la cantidad 
específica de expresión de cada APP (WT o Swedish); y la relativa, para ver la cantidad total de 
APP expresado normalizado con GAPDH.
 Los reactivos empleados para la cuantificación absoluta -con rectas patrón de plámidos 
SK-APPWT y SK-APPSWE- fueron: Sybr
® Green PCR Master Mix (Applied Biosystems); primers 0,5 
µM (Isogen) y 5 ng de cDNA. El volumen total de PCR fue de 10 µl. Las condiciones de PCR 
son: 10 minutos a 95ºC y 40 ciclos de 15 segundos a 95ºC y 1 minuto a 62ºC, y seguido de una 
desnaturalización lenta (melting) realizando medidas continuas. 
Tabla M.2 Secuencia de los 
oligonucleótidos APPWT y APPSWE. 
Estos oligonucleótidos han sido 
utilizados en los ensayos RT-PCR 
para la cuantificación del mRNA 
del APP y para la determinación 
del genotipo de las líneas celulares 
estables APP wild type y mutante.
Los reactivos empleados para la cuantificación relativa -además de los ensayos específicos 
de cada gen- fueron la “Universal PCR Master Mix, No AmpErase®UNG” (Applied Biosystems) y 5 
ng de cDNA. El volumen total de PCR fue de 10 µl. Las condiciones de PCR son las mismas que 
para la cuantificación absoluta.
4.15.  ANÁLISIS DE LA EXPRESIÓN GÉNICA POR MICROARRAYS DE DNA
 Los estudios de la expresión génica de las líneas celulares, SK-APPWT y SK-APPSWE, se 
llevaron a cabo bajo la plataforma Agilent.
 Las células se sembraron en placas de M-6 (Falcon) a una densidad de 5x105 células/pocillo 
y tras ser tratadas con el sistema XXo durante los tiempos especificados para el ensayo, se les retiró 
el medio y se procedió a su levantado utilizando PBS 1x libre de RNAsas y Cell Scrapper (Falcon). 
Posteriormente, se les sometió a un proceso de centrifugación a 380x g durante 5 minutos para la 
obtención del sedimento celular. Dicho sedimento se guardó a -70ºC hasta su utilización.
 La extracción de los RNAs se llevó a cabo en el Servicio de Genómica del PCM, (UAM, 
Madrid) y la comprobación de la calidad de los mismos se realizó mediante ensayos electroforéticos 
con RNA, en pequeños chips de plástico en el Bioanalizador Agilent 2100 (Agilent), por el Servicio 
de Genómica del Centro de Biología Molecular Severo Ochoa (CBMSO, Madrid). Los resultados 
(cualitativos y cuantitativos) se visualizaron en formato de gel.
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 Los RNAs totales cuantificados y evaluados en cuanto a su calidad, se enviaron a la Unidad 
de Genómica del Centro Nacional de Investigaciones Cardiovasculares (CNIC) donde fueron 
realizados los estudios de análisis de expresión génica utilizando microarrays de DNA de Agilent 
technologies.
 4.15.1. Análisis estadístico de los resultados
 El estudio de los resultados obtenidos del microarray fue llevado a cabo por Sergio Callejas 
del laboratorio de Genómica de la Dra. Dopazo (CNIC).
4.16. SILENCIAMIENTO GÉNICO POR LA TÉCNICA DE INTERFERENCIA EN EL RNA (RNAi): 
TRANSFECCIÓN DE “shRNA”
4.16.1. Fundamento de la Técnica de RNAi.
 La técnica del RNAi representa un gran avance en la terapéutica ya que tiene la habilidad 
de silenciar potente y específicamente, la expresión de genes que son responsables de alguna 
enfermedad. Los shRNA (del inglés short hairpin RNAs) son una clase de RNAs pequeños formados 
por un cuerpo de unas 19-29 pares de bases, y un loop de unos 4-10 nucleótidos que serán 
procesados por Dicer -RNAsa clase III- para originar un pequeño RNA interferente -RNAi-. Los 
shRNA se expresan desde vectores para producir RNAi (Kim y cols. 2007). La introducción de RNA 
de doble hebra (dsRNA) proveniente de un virus RNA o artificial, en una célula u organismo, inicia 
una compleja cascada de eventos, los cuales culminan con la degradación del RNA mensajero 
(mRNA) de secuencia homóloga al dsRNA originalmente introducido (Hannon 2002).
Brevemente, la ribonucleasa citoplasmática tipo III -que actúa sobre el RNA de doble cadena 
(dsRNA)- denominada Dicer, fragmenta el dsRNA en porciones de 21-25 pares de nucleótidos de 
longitud, los denominados siRNA o RNA interferentes pequeños. Estos siRNAs inducen la formación 
de un complejo de proteínas que se conocen por RISC (del inglés RNA-Induced Silencing Complex) 
(Hannon 2002). El RISC contiene una helicasa, la cual se encargará de separar las dos hebras del 
siRNA, el cual es incorporado en el complejo proteico RISC, después de separar las dos hebras del 
siRNA elimina una y se mantiene unido a la hebra antisentido que dejará expuesta al citoplasma 
celular, permitiéndole reconocer moléculas de mRNA que contienen una secuencia complementaria 
perfecta. Una vez que se unen, la molécula del mRNA es fragmentada y degradada. El gen 








Figura M.1 Mecanismo de acción de los RNA de interferencia. En el dibujo aparecen 
los elementos que participan en el proceso de silenciamiento génico como son DICER 
y el complejo RISC.
4.16.2. Transfección mediante nucleofección de plámidos codificando shRNAs 
específicos de HO-1.
La nucleofección -una forma especializada de electroporación- es una técnica que combina 
parámetros específicos eléctricos con reactivos específicos para diferentes tipos celulares (Gresch 
y cols. 2004). Se ha comprobado que tiene una alta y significante tasa de transfección junto con una 
buena viabilidad celular (Zeitelhofer y cols. 2007) en comparación con otros métodos de transfección 
como el método de coprecipitación DNA/fosfato cálcico (Goetze y cols. 2004) o el convencional 
método de electroporación (Maasho y cols. 2004; Iversen y cols. 2005).
Para ello utilizamos el aparato desarrollado por Amaxa Biosystems, el Nucleofector®II. 
Brevemente, partimos de cuatro shRNAs (SureSilencing shRNA Plasmid) -que coexpresan GFP 
(del inglés Green Fluorescence Protein)- específicos para el gen diana, HO-1, y suministrados por 
SuperArray Bioscience Corporation. La preparación del stock de los plásmidos para la transfección 
se realizó siguiendo las indicaciones del proveedor. Antes de empezar con el procedimiento, 
preparamos la mezcla de nucleofección añadiendo 0.5 ml del suplemento de nuclofección a 2.25 
ml de la solución V de nucleofección (Cell line V Nucleofector Kit, Amaxa). En eppendorfs estériles 
(Eppendorf) se resuspendieron 4x106 células de la línea SK-APPSWE en un volumen final de 100 µl 
de solución de nucleofección y se añadió 15 µg de DNA. Dicha suspensión fue trasvasada a las 




Tras la nucleofección, 500 µl de medio de cultivo fue añadido en las cubetas y la suspensión 
de células ya transfectadas fue sembrada en las placas con el volumen adecuado de medio y 
preincubadas a 37ºC y 5% CO2. Después de 24h post-trasnfección, la eficiencia de la misma fue 
evaluada con fluorescencia de GFP en el microscopio invertido Axiovert 135 (Zeiss) acoplado a 
cámara CCD Cohu RS-170 monocroma para observación en placas de cultivo, con el objetivo 
10X/0.3. Plan Neofluar Ph1 y utilizando el filtro de fluorescencia FITC (450-490 FT 510 LP 520). 
Las imágenes obtenidas fueron procesadas con los programas Adobe Photoshop 7.0 y Adobe 
Photoshop CS3 (Adobe Systems Incorporated), indistintamente.
Una vez confirmado que la transfección ha transcurrido satisfactoriamente, se procedió al 
análisis de la inhibición de la expresión de la HO-1 por inmunomarcado después de electroforesis 
(ver apartado 3.3.5. y 3.6 de Materiales y Métodos).
4.17. ANÁLISIS ESTADÍSTICO
Los resultados fueron expresados como la media ± el error estándar. Las diferencias 
estadísticas fueron determinadas utilizando el test t de Student de tres colas para evaluar diferencias 
entre dos grupos. Se establece que las diferencias son significativas para valores con una p<0.05. 








5.1. GENERACIÓN DE LÍNEAS CELULARES NEURONALES DE EXPRESION DE APP
 Al comenzar el presente estudio, nuestro laboratorio había establecido dos modelos 
celulares donde se ponía de manifiesto tanto el papel de la sobreexpresión del APP en la línea 
celular humana SK-N-MC sobre la muerte celular (Serrano Carballal 2003; Recuero y cols. 2004) 
como la caracterización de un modelo de muerte celular apoptótica por EO en dicha línea celular, 
SK-N-MC (Vicente Cenzano 2007; Recuero y cols. 2009). 
 El sistema nervioso puede responder de forma adaptativa o bien puede sucumbir al 
envejecimiento. En las enfermedades neurodegenerativas, la muerte neuronal puede verse 
favorecida y aumentada por mutaciones genéticas específicas (mutaciones en el APP, huntingtina, 
α-sinucleína) y/o factores medioambientales tales como toxinas, la propia dieta e incluso algunos 
-como los ROS- que  promueven alteraciones celulares. Todos ellos van a contribuir a una disfunción 
sináptica y a la muerte neuronal (Mattson y cols. 2006).
 Con el propósito de investigar los efectos producidos por mutaciones en el APP, en presencia 
de EO, tanto en la muerte neuronal como en el metabolismo/procesamiento del APP, nos pareció 
muy interesante generar un modelo celular de neurodegeneración donde coexistan estos dos 
factores.
5.1.1. Generación y caracterización del neuroblastoma humano SK-N-MC transfectado 
establemente con cDNA APP-695 WILD TYPE y cDNA APP-695 SWEDISH (KM670/671NL)
A pesar de las dificultades ya descritas para obtener líneas neuronales humanas establemente 
transfectadas (Fukuchi y cols. 1992), nos propusimos la generación de líneas celulares de 
neuroblastoma humano que expresasen la isoforma 695 de la proteína humana APP, con fenotipo 
wild type o mutante “Swedish” (K670M/N671L). Como hemos descrito en la introducción, la elección 
del APP695 no es casual ya que esta es la isoforma que más se expresa en neuronas en sus primeros 
estadios de diferenciación (Yoshikawa y cols. 1992).
Para ello, transfectamos de forma estable la línea celular de neuroblastoma humano, SK-
N-MC, con los vectores de expresión pCDNA3, que contenían el cDNA del APP-695 WILD TYPE (SK-
APPWT) o el cDNA del APP-695SWEDISH (SK-APPSWE), tal y como fue descrito en el apartado 3.2.3. 
de Materiales y Métodos. Se seleccionaron 20 colonias de SK-APPWT y 20 colonias de SK-APPSWE 
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resistentes a geneticina, y todas ellas fueron analizadas mediante inmunomarcado después de 
electroforesis específico para la proteína APP (figura R.1). 
55 kDa 
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Figura R.1 Análisis de las colonias wild type 
seleccionadas después de la transfección 
con el cDNA del APP695 wild type humano 
por su resistencia a geneticina. En el panel 
superior se muestra un gel representativo tras 
el inmunomarcado después de electroforesis 
con el anticuerpo 22C11 (apartado 2.11.1 de 
materiales y métodos) de cada una de las 
colonias seleccionadas para el APPWT. Los pesos 
moleculares para cada proteína se indican a la 
izquierda en kDa, siendo 100-120 kDa para las 
bandas –maduro e inmaduro- de APP y de 55 
kDa para la α-tubulina. En el panel inferior se 
muestra la grafica que representa los valores 
de densitometría de cada una de las bandas de 
APP, normalizadas por los de α-tubulina.
Para la línea SK-APPWT se seleccionó la colonia 8 y para la línea SK-APPSWE se seleccionó 
la colonia 5 en base a su incremento en los niveles de APP. Así mismo, y con el fin de obtener un 
cultivo control, transfectamos la misma línea de neuroblastoma humano, SK-N-MC, con el vector de 
expresión pCDNA3, pero sin inserto (SK-pC).
Ambas colonias seleccionadas presentaban una expresión óptima de APP, con respecto al 
APP endógeno de la línea SK-pC, siendo expandidas y establecidas como líneas celulares (figura 
R.2)
pCDNA3 WT SWEFigura R.2 Observación al microscopio 
óptico de las líneas celulares estables 
SK-pCDNA3, SK-APPWT y SK-APPSWE. 
Imagen en contraste de fases tomada 
a las 48 horas de cultivo, utilizando el 
microscopio Leica DC100 acoplado a 
una cámara JVC color video camera y 
utilizando un aumento 10x.
Durante el transcurso de la presente tesis se seleccionaron, además, colonias resistentes 
a geneticina después de la transfección estable de la línea SK-N-MC con el vector pCDNA3-SK-
APPSWEDISH/LONDON (K670M/N671L+V717I) (SK-APPSWE/LON) (figura R.3).
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 Figura R.3 Observación al microscopio 
óptico de las líneas celulares estables 
SK-pCDNA3, SK-APPWT y SK-APPSWE/
LON. Imagen en contraste de fases tomada 
a las 48 horas de cultivo, utilizando el 
microscopio Leica DC100 acoplado a 
una cámara JVC color video camera y 
utilizando un aumento 10x.
SWE/LONpCDNA3 WT
La línea celular SK-APPSWE/LON se generó como refuerzo de los estudios de la caracterización 
de la muerte con la línea celular SK-APPSWE.
5.1.2. Caracterización de la expresión de APP en las líneas celulares establemente 
transfectadas.
Con el fin de caracterizar la expresión de APP por parte de las líneas celulares estables, SK-
APPWT y SK-APPSWE, así como la integridad de la proteína expresada, llevamos a cabo experimentos 
de inmunomarcado después de electroforesis utilizando anticuerpos que reconocían diferentes 






Esquema R.1 Epítopos de los anticuerpos 22C11 y anti C-terminal  en la proteína APP. Esquema de 
la proteína APP y los epítopos de reconocimiento por los anticuerpos 22C11 y anti C-terminal. 
 En primer lugar, se analizó la expresión de APP de las líneas celulares establecidas a partir de 




Figura R.4 Caracterización de la expresión de la proteína APP en las líneas celulares establecidas SK-APPWT y 
SK-APPSWE. Inmunomarcado después de electroforesis de la proteína APP en las líneas celulares cultivadas durante 
48 horas. A) Se muestra un gel representativo de las bandas inmunorreactivas al anticuerpo 22C11 (panel superior); 
en el panel inferior se muestran las bandas para el α-tubulina. B) Cuantificación mediante densitometría de los niveles 
de la proteína APP en los cultivos celulares de SK-APPWT y SK-APPSWE. Los valores fueron normalizados por los de 
α-tubulina y se expresan como el número de veces con respecto a la línea control SK-pC. La media ± error estándar 





























































Como se observa en la figura R.4, el establecimiento de de las líneas celulares a partir 
de las colonias SK-APPWT-8 y SK-APPSWE-5 no supuso la pérdida de expresión de la proteína. La 
cuantificación mediante densitometría de las bandas marcadas con el anticuerpo 22C11, reveló unos 
niveles de expresión de -aproximadamente- 1.5-2 veces para ambas líneas celulares, en comparación 
con la línea control SK-pC. Las bandas de APP inmunomarcadas corresponden a la forma madura 
(banda superior) e inmadura (banda inferior) que migran de acuerdo al tamaño esperado de 100-
120 kDa (Weidemann y cols. 1989). La integridad de la proteína APP fue corroborada mediante 
experimentos de inmunomarcado después de electroforesis frente al anticuerpo anti C-terminal en 
el que se obtuvieron los mismos niveles de APP (datos no mostrados). Estos resultados confirmaron, 
por tanto, la expresión de APP por parte de las líneas celulares así como la integridad de la proteína. 
Varios experimentos similares de inmunomarcado nos revelaron unos niveles de expresión de 




Figura R.5 Caracterización de la expresión de la proteína APP en las líneas celulares establecidas SK-APPWT 
y SK-APPSWE/LON. Inmunomarcado después de electroforesis de la proteína APP en las líneas celulares cultivadas 
durante 48 horas. A) Se muestra un gel representativo de las bandas inmunorreactivas al anticuerpo 22C11 (panel 
superior); en el panel inferior se muestran las bandas para el α-tubulina. B) Cuantificación mediante densitometría de 
los niveles de la proteína APP en los cultivos celulares de SK-APPWT y SK-APPSWE/LON. Los valores fueron normalizados 
por los de α-tubulina y se expresan como el número de veces con respecto a la línea control SK-pC. La media ± error 















































































Persiguiendo el mismo fin que en los párrafos anteriores, quisimos comprobar los niveles de 
APP a nivel del RNA mensajero en las líneas celulares establecidas. Para ello, se llevaron a cabo 
análisis de RT-PCR específica para APP total (figura R.6).
Figura R.6 Estudio de la expresión génica del 
APPWT y APPSWE. Tras el cultivo durante 48 horas de 
las líneas estables SK-pC, SK-APPWT y SK-APPSWE 
se procedió a la extracción de su RNA total, para 
realizar la RT-PCR tal y como se describe en el 
apartado 3.14.4 de Materiales y Métodos. En el panel 
se muestra, en el eje de ordenadas las veces que 
cambia la expresión del gen del APP en cada línea 
respecto a la de SK-pC. Las barras corresponden a la 
media ± error estándar de 3 experimentos diferentes.
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Los datos obtenidos de la cuantificación relativa al mRNA de APP de la línea SK-pC, nos 
revelaron un número de veces de expresión del mRNA de APP, en las líneas SK-APPWT y SK-
APPSWE del mismo orden de magnitud que el obtenido en la proteína. Del mismo  modo realizamos 
























Figura R.7 Estudio de la expresión génica 
del APPWT y APPSWE/LON. Tras el cultivo durante 
48 horas de las líneas estables SK-N-MC, SK-
pC, SK-APPWT y SK-APPSWE/LON, se procedió a 
la extracción de su RNA total, para realizar la 
RT-PCR tal y como se describe en el apartado 
3.14.4 de Materiales y Métodos. En el panel 
se muestra, en el eje de ordenadas las veces 
que cambia la expresión del gen del APP en 
cada línea respecto a la de SK-pC. Las barras 
corresponden a la media ± error estándar de 
tres experimentos diferentes.
Como sucediera con las otras dos líneas, los datos obtenidos de la cuantificación del mRNA 
estaban en concordancia con los niveles de proteína obtenidos tras el inmunomarcado específico 
para el APP, en la línea celular SK-APPSWE/LON. También podemos concluir de la figura R.7, que el 
vector de expresión, pCDNA3 sin inserto -en la línea SK-pC- no afecta a la expresión de la proteína 
ya que presentaba un patrón de expresión similar al de la línea celular parental SK-N-MC.
Mediante  ensayo de RT-PCR igualmente pudimos comprobar la expresión de APP mutante 
en las líneas celulares utilizándose una sonda específica para la mutación “Swedish” en el APP 
(datos no mostrados).
Para concluir este apartado de caracterización de las líneas celulares SK-APPWT y SK-
APPSWE realizamos la medida del péptido Aβ40 secretado mediante un ensayo de ELISA, según el 
apartado 3.13. de Materiales y Métodos. Brevemente, tras 48 horas de cultivo los medios de cultivo 
de las líneas SK-APPWT y SK-APPSWE fueron recogidos y procesados según el apartado 3.6.2. de 
Materiales y Métodos. Los resultados obtenidos (datos no mostrados) revelaron unos niveles de 
péptido Aβ40 comprendidos entre 5-10 pg/ml en la línea celular SK-APPSWE, estando en los límites 
de detección de la técnica, no detectándose en la línea “Wild Type”; de lo que se concluye que 




5.2. CONSECUENCIAS DEL EO SOBRE LA MUERTE CELULAR EN LAS LÍNEAS SK-APPWT Y 
SK-APPSWE  
Hasta ahora sabemos -gracias a los estudios de ligamiento genético- que los genes del APP, 
PS1 y PS-2 están asociados a los casos de EA familiar. Pero el mecanismo por el cual participan en 
la neurodegeneración asociada a la enfermedad aún no es conocido. El proceso neurodegenerativo 
podría iniciarse como consecuencia del EO asociado al envejecimiento (Floyd y cols. 2002) que 
causaría la muerte y desaparición de las neuronas más sensibilizadas por el estrés del RE causado 
por mutaciones o por sobreexpresión de proteínas (Katayama y cols. 2001). En este sentido se debe 
señalar que existen evidencias de muerte programada en neuronas de los cerebros de pacientes 
con Alzheimer (Stadelmann y cols. 1999; Rohn y cols. 2002).
Los estudios del efecto del EO sobre la apoptosis fueron realizados en primer lugar en la 
línea celular estable SK-APPSWE/LON (Muñoz de Galdeano 2007). Los resultados obtenidos en dicho 
estudio, refuerzan los que se describen a continuación, en otra línea celular mutante en el APP, SK-
APPSWE.
 
 5.2.1. Efecto del EO y de la mutación “Swedish” en la viabilidad celular.
 Previamente, en el laboratorio se había caracterizado un modelo de estrés oxidativo leve 
pero prolongado en el tiempo -hasta 48 horas-, en la línea celular SK-N-MC (Vicente Cenzano 2007; 
Recuero y cols. 2009) utilizando el sistema Xantina/Xantina oxidasa (XXo) que genera radicales 
libres (esquema M.1).
 Con el fin de analizar el efecto que tenía el EO sobre las líneas celulares estables SK-
APPWT y SK-APPSWE, estas líneas fueron tratadas con este sistema a las concentraciones descritas 
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Figura R.8 Efecto del EO sobre la viabilidad de las líneas celulares SK-APPWT y SK-APPSWE. Los cultivos celulares 
fueron tratados con 10 µM de xantina/50 mU/ml de xantina oxidasa (XXo) durante 24, 36 y 48 horas y fueron analizados 
por el ensayo de MTT (apartado 3.8. de Materiales y Métodos). Los valores fueron expresados en densidad óptica a 
550nm (A) y en porcentaje respecto a su cultivo control sin tratar con XXo (B). La media ± error estándar resulta de 3 
experimentos independientes realizados por triplicado. *: p<0.05. ***: p<0.001 referido a  su cultivo control. #: p<0.05; 
##: p<0.001 comparando las dos líneas tratadas con XXo.
 Al comparar los valores de densidad óptica (figura R.8A) podemos observar el área creada 
entre el curso temporal de los cultivos control con los cultivos tratados de la línea celular SK-APPSWE. 
Dicho área es mayor en estas células que la creada en las células de SK-APPWT. De la figura R.8B 
se desprenden tres resultados: primero, el tratamiento con el sistema XXo produce una reducción 
en la viabilidad de los cultivos celulares, haciéndose más patente a tiempos largos de la cinética, es 
decir, con un EO sostenido en el tiempo; segundo, al comparar los cultivos SK-APPWT y SK-APPSWE 
tratados con XXo, la reducción de la viabilidad es significativamente mayor en la línea celular SK-
APPSWE aproximadamente de un 20% a tiempos largos; tercero, en el tiempo de 36 horas la pérdida 
de viabilidad de la línea celular SK-APPSWE tratada -aproximadamente de un 15%- se adelanta en el 




 Por tanto, el EO con el sistema XXo provoca una pérdida en la viabilidad celular en nuestros 
cultivos celulares estables y esta pérdida es significativamente mayor si el EO está presente en la 
línea celular SK-APPSWE.
 Los estudios previos realizados en la línea celular SK-APPSWE/LON arrojan unos resultados 
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Figura R.9 Efecto del EO sobre la viabilidad de las líneas celulares SK-pCDNA3, SK-APPWT y SK-APPSWE/LON 
(S/L). Los cultivos celulares fueron tratados con 10 µM de xantina/50 mU/ml de xantina oxidasa (XXo) durante 24, 
36 y 48 horas y fueron analizados por el ensayo de MTT (apartado 3.8. de Materiales y Métodos). Los valores fueron 
expresados en densidad óptica a 550nm (A) y en porcentaje respecto a su cultivo control, sin tratar con XXo (B). 
La media ± error estándar resulta de 3 experimentos independientes realizados por triplicado. *: p<0.05. **: p<0.01. 
***: p<0.001 referido a  su cultivo control. #: p<0.05. ##: p<0.001 comparando las líneas SK-APPSWE/LON y SK-APPWT 
tratadas con XXo.
 Como ocurría en la línea SK-APPSWE, el área creada por el tratamiento en los cultivos de SK-
APPSWE/LON es mayor que en la línea control - SK-pC- y SK-APPWT como se desprende de la figura 
8A; y al igual que para la línea SK-APPSWE, se volverían a observar tres tipos de resultados: primero, 
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el EO mantenido en el tiempo provoca una pérdida de viabilidad en los cultivos celulares tratados; 
segundo, dicha perdida de viabilidad se hace más significativa para los cultivos de SK-APPSWE/LON 
-aproximadamente del 20%- en comparación con los de SK-APPWT, ambos tratados con el sistema 
XXo; y tercero, como ya vimos para la línea SK-APPSWE, en los cultivos de SK-APPSWE/LON también 
se cumple que la muerte está adelantada en el tiempo -a 36 horas la pérdida de viabilidad es de 
15% aproximadamente- en comparación con los cultivos de SK-APPWT donde no se observa cambio 
alguno en la viabilidad.
En la figura R.9, también destacamos la presencia de la línea celular control SK-pC. De los 
datos obtenidos podemos sugerir que la expresión de la proteína APPWT, no sensibiliza a la muerte 
celular por EO, ya que el cultivo control SK-pC y el cultivo de SK-APPWT presentan un comportamiento 
similar ante el tratamiento con el sistema XXo, no apreciándose cambios significativos en su 
viabilidad.
En la etiología de la mayoría de las enfermedades neurodegenerativas se incluyen elevados 
niveles de oxidantes que son críticos en la inicialización en el daño y muerte celular así como en la 
progresión de la enfermedad (Behl y cols. 1995; Turnbull y cols. 2001). Los ROS y sus productos 
derivados son capaces de producir ese daño oxidativo pudiendo provocar ese efecto citotóxico 
cuando se producen en exceso. Estudios previos, ya han demostrado que el sistema XXo produce 
daño o pérdida celular mediada por ROS (Satoh y cols. 1998; Fatokun y cols. 2007). La eficiencia 
del sistema XXo, en cuanto a la producción de ROS en la línea parental SK-N-MC, había sido 
corroborada previamente en el laboratorio (Vicente Cenzano 2007), y de manera similar procedimos 
a la medición de ROS utilizando la sonda fluorescente H2DCFDA tal y como se detalla en el apartado 
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Figura R.10 Efecto del sistema 
XXo sobre la producción de ROS 
en los cultivos celulares SK-pC, 
SK-APPWT y SK-APPSWE. Las líneas 
celulares SK-pC, SK-APPWT y SK-
APPSWE se trataron con 10 µM de 
xantina/50 mU/ml de xantina oxidasa 
durante un tiempo de incubación 
de 3 horas, y posteriormente se 
determinó la producción de ROS tal 
y como se detalla en el apartado 3.9. 
de materiales y Métodos. La media 
± error estándar resulta de n=3 
con un total de dos experimentos 
independientes con resultados 




 Los resultados de la figura R.10 muestran que en todas las líneas celulares el sistema XXo 
produce un aumento significativo en la producción de ROS de acuerdo con lo esperado.
4.2.2. Efecto del EO y la mutación APP “Swedish” sobre la muerte celular apoptótica: 
degradación del sustrato de caspasa, PARP (poli (ADP-ribosa) polimerasa) y activación de 
caspasa-3.
La muerte celular por apoptosis requiere del funcionamiento de una maquinaria celular 
especializada que incluye la activación por procesamiento proteolítico de una familia de 
cisteínproteasas, denominadas caspasas (Alnemri y cols. 1996; Hengartner 2000); Así, podemos 
monitorizar si un cultivo sufre muerte apoptótica analizando la activación de las caspasas y la 
degradación de sus sustratos, entre los cuales se encuentran la poli (ADP-ribosa) polimerasa-1 
(Kaufmann y cols. 1993; Duriez y cols. 1997; Ha y cols. 2000).
En el modelo puesto a punto en el laboratorio con la línea celular SK-N-MC, se ha demostrado 
que el sistema XXo genera una señal apoptótica que conduce a la activación de las caspasas; 
los resultados que se obtuvieron sugieren que el EO causado por el sistema XXo conduce a una 
cascada apoptótica específica donde se ve implicada la caspasa-3 de una manera dependiente de 
citocromo c (Vicente Cenzano 2007; Recuero y cols. 2009).
Por todos estos motivos, para analizar la muerte celular apoptótica por EO en las líneas 
celulares SK-APPWT y SK-APPSWE, cuantificamos los niveles del fragmento p85, producto de la 





































Figura R.11 Incremento por EO de la señal apoptótica dependiente de caspasas en las líneas celulares SK-
APPWT y SK-APPSWE. A) Inmunomarcado después de electroforesis de los niveles del fragmento de PARP, p85, en 
condiciones control (-) o bajo tratamiento de 10 μM de Xantina/ 50 mU/ml de xantina oxidasa (+), durante un curso 
temporal de 36 y 48 horas. Se muestra un gel representativo donde las bandas del panel superior corresponden a la 
proteína p85 y las del panel inferior corresponden a la α-tubulina. B) Análisis por densitometría de las bandas reactivas 
de p85. Dichos datos están normalizados por α-tubulina. La media ± error estándar resulta de dos experimentos 
realizados por duplicado. Resultados similares se obtuvieron en otros tres experimentos independientes. **: p<0.01. 
***: p<0.001 referido a  su cultivo control. ##: p<0.001 comparando las líneas celulares SK-APPSWE y SK-APPWT 
tratadas con XXo. C) Inmunomarcado después de electroforesis de los niveles de caspasa-3 activa, en condiciones 
control (-) o bajo tratamiento de 10 μM de Xantina/ 50 mU/ml de xantina oxidasa (+), durante un tiempo de incubación 
de 48 horas. Se muestra un gel representativo de tres experimentos independientes donde las bandas del panel 
superior corresponden al α-tubulina y las del panel inferior a las bandas del fragmento de la caspasa-3 activa.
 Como se puede apreciar en la figura R.11A, el anticuerpo anti-p85 revela una banda de mayor 
intensidad en los tiempos largos de exposición al sistema XXo -48h-, haciéndose notablemente más 
patente en el cultivo de SK-APPSWE. En el mismo gel cabe resaltar la no aparición del fragmento 
p85 en los cultivos controles. De la cuantificación por densitometría del inmunomarcado después 
de electroforesis (figura R.11B) se desprenden dos hechos: primero, que los niveles del fragmento 
p85 son significativamente mayores a tiempos tardíos con el tratamiento con el sistema XXo tanto 
en los cultivos SK-APPWT y SK-APPSWE; y segundo, en el tiempo de 48 horas y comparando las 
líneas celulares SK-APPWT y SK-APPSWE bajo tratamiento de EO, se revela una fragmentación de 
PARP-1 significativamente superior en los cultivos mutantes para APP. Además, el incremento en 
la degradación de PARP-1 en la línea SK-APPSWE correlacionaba con unos mayores niveles del 
fragmento activo de caspasa-3 (figura R.11C). Por tanto, todos estos resultados vienen a mostrar 
un incremento en la muerte apoptótica por EO en la línea SK-APPSWE.
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Al igual que con la viabilidad celular, también caracterizamos el efecto del EO en la muerte 
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Figura R.12 Incremento por EO de la señal 
apoptótica dependiente de caspasas 
en las líneas celulares SK-APPWT y SK-
APPSWE/LON. A) Inmunomarcado después de 
electroforesis de los niveles del fragmento 
de PARP, p85, en condiciones control (-) o 
bajo tratamiento de 10 μM de Xantina/ 50 
mU/ml de xantina oxidasa (+), durante un 
curso temporal de 36 y 48 horas. A) Se 
muestra un gel representativo donde las 
bandas del panel superior corresponde 
a la proteína p85 y las del panel inferior 
corresponden a la α-tubulina. B) Análisis 
por densitometría de las bandas reactivas 
de p85. Dichos datos están normalizados 
por α-tubulina. La media ± error estándar 
resulta de dos experimentos realizados 
por duplicado. Resultados similares se 
obtuvieron en otros tres experimentos 
independientes. **: p<0.01 referido a  su 
cultivo control. #: p<0.05 comparando las 
líneas celulares SK-APPSWE/LON y SK-APPWT 
tratadas con XXo.
Del mismo modo que ocurría en los resultados anteriores, de la figura R.12 se desprende 
que a tiempos tardíos, el sistema XXo provoca un aumento en los niveles del fragmento p85, siendo 
éste, más acusado y significativo en el cultivo celular de SK-APPSWE/LON.
Los resultados presentados demuestran que mutaciones en el APP incrementan las señales 
de la vía de apoptosis intrínseca que induce el EO producido por el sistema XXo.
5.2.3. Cuantificación de la muerte celular por EO de las líneas celulares SK-APPWT y 
SK-APPSWE en presencia de EO
Se ha descrito la implicación de programa apoptótico de la muerte celular en la 
neurodegeneración que tiene lugar en la EA (Su y cols. 1994; Mattson 2000; Rohn y cols. 2001a; 
Rohn y cols. 2001b). La muerte por apoptosis presenta una serie de características morfológicas que 
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incluyen la formación de vesículas en la membrana y reducción del volumen celular, condensación 
y fragmentación nuclear (Kerr y cols. 1972; Wyllie y cols. 1980).
Por todo ello y con el fin de cuantificar más exhaustivamente la muerte que presentan las 
líneas celulares SK-APPWT y SK-APPSWE en presencia de EO, analizamos la apoptosis por citometría 
de flujo después de la tinción con yoduro de propidio (figura R.13).
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Figura R.13 Análisis por citometría de flujo de la apoptosis en las líneas celulares SK-APPWT y SK-APPSWE en 
presencia de EO. Los cultivos celulares fueron tratados con 10 µM de xantina/50 mU/ml de xantina oxidasa (XXo) 
durante 36 y 48 horas. Posteriormente, el DNA de los cultivos fue sometido a la tinción con yoduro de propidio y 
analizado mediante citometría de flujo (apartado 3.10. de Materiales y Métodos). A) Histograma correspondiente a un 
experimento representativo. B) Cuantificación de la apoptosis en las líneas celulares SK-APPWT y SK-APPSWE sin y en 
presencia de EO. Los valores se expresan como porcentaje de células con un contenido subG0/G1 de DNA (ventana 
M1) en el histograma intensidad de IP-área. La media ± error estándar resulta de 4 experimentos independientes. *: 
p<0.05. **: p<0.01 referido a  su cultivo control.
 Tras el abordaje experimental y a la luz de los datos obtenidos, volvemos a comprobar en 
nuestras líneas celulares, que la exposición de las mismas al EO provoca un aumento de la muerte 
celular en los cultivos a tiempos largos del tratamiento. Como se muestra en la figura R.13, el 
incremento en el porcentaje de células con contenido subG0/G1 de DNA (región M1 en los distintos 
histogramas) fue significativo (*: p<0.05, a 36 horas; **: p<0.01, a 48 horas) en los cultivos celulares 
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tratados a 48 horas. A 36 horas, en la línea SK-APPWT tratada con el sistema XXo fue del 32.4% ± 
2.4 y de 35.5% ± 5.6 en la línea SK-APPSWE expuesta al EO. Además, a 48 horas, el porcentaje de 
células en la región M1 de las células tratadas fue del 30% ± 3 y del 36% ± 3.9 en la línea SK-APPWT 
y SK-APPSWE, respectivamente, obteniéndose un 6% de incremento en el porcentaje de apoptosis 
que produce el EO para la línea SK-APPSWE respecto a SK-APPWT. El ensayo de cuantificación de 
muerte celular apoptótica se llevó a cabo también en la línea celular SK-APPSWE/LON (figura R.14).
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Figura R.14 Análisis por citometría de flujo de la apoptosis en las líneas celulares SK-APPWT y SK-APPSWE/
LON en presencia de EO. Los cultivos celulares fueron tratados con 10 µM de xantina/50 mU/ml de xantina oxidasa 
(XXo) durante 36 y 48 horas. Posteriormente, el DNA de los cultivos fue sometido a la tinción con yoduro de propidio 
y analizado mediante citometría de flujo (apartado 3.10. de Materiales y Métodos). A) Histograma correspondiente 
a un experimento representativo. B) Cuantificación de la apoptosis en las líneas celulares SK-APPWT y SK-APPSWE/
LON sin y en presencia de EO. Los valores se expresan como porcentaje de células con un contenido subG0/G1 de 
DNA (ventana M1) en el histograma intensidad de IP-área. La media ± error estándar resulta de 4 experimentos 
independientes. *: p<0.05. **: p<0.01 referido a  su cultivo control.
 Una vez más volvemos a comprobar y corroborar el efecto que tiene el EO sobre la muerte 
celular en las líneas estables. En los histogramas (figura R.14A) podemos observar cómo aumenta 
el porcentaje de células con contenido subG0/G1 de DNA en los cultivos tratados con respecto a 
los controles, siendo este porcentaje (figura R.14B) ligeramente superior al tiempo de 48 horas en 
la línea celular SK-APPSWE/LON tratada con el sistema XXo (36.4% ± 4.7) al compararlo con la línea 
celular SK-APPWT con el mismo tratamiento (34.3% ± 4.1). Para las 36 horas post-tratamiento, 
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los porcentajes de muerte celular por apoptosis fueron de 29.9 ± 0.09 y 35.6 ± 2.2 para las líneas 
tratadas SK-APPWT y SK-APPSWE/LON respectivamente, obteniéndose también un incremento en la 
línea SK-APPSWE/LON casi del 6% de apoptosis inducido por el sistema XXo.
 El conjunto de resultados obtenidos demuestra que, en presencia de EO –inducido por el 
sistema XXo-, existen marcadores indicativos de la activación del programa apoptótico en nuestras 
líneas celulares estables SK-APPWT y SK-APPSWE, siendo relevante que este programa de muerte 
se muestra mucho más acusado en las líneas portadoras de mutaciones en la proteína del APP 
-SK-APPSWE y SK-APPSWE/LON- y podemos concluir, a tenor de todo lo último probado y descrito, 
que parece haber una correlación directa entre EO, las mutaciones en el APP y la muerte celular, 
y más concretamente, que la mutación “Swedish” en el APP podría sensibilizar a las neuronas a 
la inducción de la apoptosis después de su exposición al EO. Por todo ello, la expresión celular de 
APP mutante en combinación con la exposición al EO por el sistema XXo puede ser un modelo 
celular óptimo de aproximación al estudio de los mecanismos patogénicos de la EA familiar.
 
 A partir de este punto y dado que la mutación “Swedish” se ha descrito en pacientes con 
EA temprana (Mullan y cols. 1992), fue seleccionada la línea SK-APPSWE para todo el trabajo de 
investigación posterior.
5.3. METABOLISMO Y PROCESAMIENTO DEL APP EN EL MODELO CELULAR DE EA 
FAMILIAR: LÍNEA SK-APPSWE EN PRESENCIA DE EO
 En la literatura científica, poco o muy poco hay descrito sobre el papel que pudiera ejercer 
el EO sobre el metabolismo y procesamiento de la proteína APP. El propio Aβ es un producto 
del procesamiento proteolítico del APP, que bajo condiciones patológicas, puede tener efectos 
neurotóxicos (Gouras y cols. 2005) agregándose al final para formar las placas de amiloide. 
Diferentes estudios han descrito los efectos que provoca la adición exógena de este péptido sobre 
el metabolismo del APP, afectando al procesamiento (Schmitt y cols. 1997; Carlson y cols. 2000) 
y/o induciendo la expresión del APP (Le y cols. 1995; Moreno-Flores y cols. 1998). Incluso, se ha 
observado que los niveles tanto de α-secretasa -ADAM10- como del fragmento APP-α soluble 
(sAPPα), están disminuidos en el liquido cefalorraquídeo de pacientes de EA (Colciaghi y cols. 
2002). Así, desde un punto de vista patológico, no sólo la presencia del Aβ es relevante, sino que 
también lo sería el descenso de este fragmento soluble, sAPPα, hecho que está relacionado con 
el daño en la memoria y con la neurodegeneración en el hipocampo y en el córtex (Turner y cols. 
2003; Thornton y cols. 2006). 
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 Por todo lo anteriormente dicho, quisimos investigar el metabolismo/procesamiento del APP 
en nuestro modelo celular de EA familiar: la edad (estrés oxidativo) en combinación con la expresión 
de la mutación “Swedish” APP, asociada a la EA familiar. Para esta investigación nos propusimos 
en primer lugar, estudiar el efecto del EO por si sólo en dicho proceso, en la línea celular parental 
(SK-N-MC).
 5.3.1. Metabolismo y Procesamiento del APP en presencia del EO.
 Aunque si había antecedentes en el laboratorio acerca de un modelo de muerte celular 
apoptótica por el sistema XXo (Recuero y cols. 2009), resultaba totalmente novedoso estudiar el 
efecto de este sistema que genera radicales libres, en el metabolismo/procesamiento de APP. 
 5.3.1.1 Niveles de holoAPP y fragmento N-terminal APP secretado (sAPP): 
 Comenzamos por analizar los niveles de holoAPP o APP entero, así como los del fragmento 
N-terminal (sAPP) producido por las α y/o β- secretasas (ver figura I.5 de la Introducción) y que se 






























































Figura R.15 El EO incrementa los niveles intracelulares del fragmento N-terminal del APP (sAPP intracelular) 
en la línea celular parental SK-N-MC. Los cultivos celulares de la línea SK-N-MC tratados (+) con 10 µM de 
xantina/50 mU/ml de xantina oxidasa (XXo) durante 24 y 48 horas fueron procesados para inmunomarcado después 
de electroforesis (apartado 3.7. Materiales y Métodos) de la proteína intracelular holoAPP y del fragmento sAPP. A) El 
gel representativo del inmunomarcado con 22c11 muestra en la parte superior, las bandas para el sAPP y holoAPP. En 
la parte inferior se muestran las bandas inmunorreactivas para el α-tubulina. B) Análisis densitométrico de los niveles 
de APP intracelular total. El gráfico muestra la media ± el error estándar de los valores densitométricos normalizados 
por α-tubulina. Los valores se expresan en número de veces respecto al control (-) de 24 horas para 3 experimentos 
independientes. *: p<0.05, con respecto al control 24 horas. C) Inmunomarcado después de electroforesis de las 
bandas de holoAPP y sAPP intracelular, utilizando los anticuerpos 22C11 y anti C-terminal. Se muestra un gel 
representativo de células tratadas 24 horas con XXo.
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 Los cultivos celulares de SK-N-MC fueron expuestos al EO durante los tiempos de 24 y 48 
horas (figura R.15), tras lo cual procedimos a realizar el inmunomarcado después de electroforesis 
de los extractos celulares totales, utilizando el anticuerpo 22C11. Este anticuerpo que cuyo epítopo 
corresponde al extremo amino del APP (esquema R.2) reconoce tanto al holoAPP (la proteína APP 
entera sin procesar) como a los fragmentos N-terminales procesados del APP,  sAPP-α y sAPP-β. 
El análisis con 22C11 (figura R.15A) nos muestra que al tiempo de 24 horas post-tratamiento no se 
aprecia ningún efecto significativo sobre los niveles de expresión del holoAPP aunque sí aparecía 
una banda inferior a la del holoAPP; a 48 horas post-tratamiento el anticuerpo 22C11 nos revela un 
incremento de las dos bandas inmunorreactivas (figura R.15C), la superior corresponde al holoAPP 
y la inferior que, en principio, podría ser el fragmento N-terminal procesado y que debería ser 
secretado, el sAPP.
holoAPP s-APPα s-APPβ α-CTF β-CTF γ-CTF Aβ
22c11 x x x
6E10 x x x x
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Esquema R.2   Estructura de 
la proteína APP y epítopos 
de reconocimiento de los 
anticuerpos utilizados. A) 
Esquema de la estructura 
del APP en el que se 
destaca la secuencia del 
Aβ (rojo). Se representan 
los epítopos que reconocen 
los anticuerpos 22C11, 
6E10 y anti C-terminal  
sobre la proteína APP, así 
como los sitios de corte 
de las α, β y γ-secretasas. 
B) Fragmentos amino- y 
carboxi-terminales de la 
proteína APP reconocidos 
por los anticuerpos 22C11, 
6E10 y anti C-terminal.
 Para averiguar si la banda inferior correspondía al fragmento sAPP, hicimos una comparación, 
en un mismo gel, de las bandas inmunorreactivas de APP intracelular total utilizando los anticuerpos 
22C11 y anti C-terminal  (figura R.15B). El anticuerpo anti C-terminal se une al extremo C-terminal 
del APP (esquema R.2) y reconoce solamente el holoAPP en la franja de peso molecular que se 
analiza en el gel. El inmunomarcaje reveló que el anti C-terminal sólo detectaba el holoAPP, la 
banda superior de las dos reconocidas por el 22C11. La comparación similar en un mismo gel, 
entre el anticuerpo 22C11 y 6E10, mostró el patrón similar de dos bandas (datos no mostrados). 
Por tanto, pudimos deducir que el sistema XXo produce un incremento en los niveles del sAPP 
intracelular (sAPP-α), que, aunque es más ligero, se aprecia ya a 24 horas, tiempo en el que el 
sistema XXo no induce muerte celular en SK-N-MC (Vicente Cenzano 2007). Se muestra en la 
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figura R.16, un ensayo de viabilidad por reducción de MTT en las células SK-N-MC expuestas 
durante 24 y 48 horas al sistema XXo, donde la pérdida de viabilidad celular a 24 horas es mínima. 
El incremento de sAPP intracelular en cultivos celulares, ha sido descrito con otro inductor de EO 


































Figura R.16  Daño celular inducido por el 
sistema XXo en la línea SK-N-MC. Los cultivos 
celulares de SK-N-MC fueron tratados con 10 
µM de xantina/50 mU/ml de xantina oxidasa 
(XXo) durante 24 y 48 horas. El daño celular fue 
analizado mediante el ensayo de reducción del 
MTT (apartado 3.8. de Materiales y Métodos). 
Los valores se expresaron como relativos a la 
D.O. de 550 nm con respecto al control de 24 
horas. La media ± el error estándar resulta de 3 
experimentos realizados por triplicado. *: p<0.05 
respecto al control de 24 horas; ##: p<0.01 
respecto al control de 48 horas.
 A continuación, analizamos el efecto del sistema XXo sobre la secreción de los fragmentos 
sAPP al medio de cultivo.
24h 48h












































sAPP total extracelular97 kDa
Figura R.17 Efecto del EO sobre la secreción 
de sAPP-α en la línea celular SK-N-MC. Los 
cultivos celulares de la línea SK-N-MC fueron 
tratados (+) con 10 µM de xantina/50 mU/ml de 
xantina oxidasa (XXo) durante 24 y 48 horas; los 
medios de cultivo fueron recogidos y procesados 
según el apartado 3.6. de Materiales y Métodos. A) 
Inmunomarcado después de electroforesis de las 
bandas de sAPP-α en los correspondientes medios 
de cultivo, utilizando el anticuerpo 22c11 (panel 
superior) y 6E10 (panel inferior), según el apartado 
3.7. de Materiales y Métodos. Se muestra un gel 
representativo para cada anticuerpo. B) Análisis por 
densitometría de los niveles del fragmento sAPP-α 
en el medio de cultivo. La gráfica muestra la media 
± el error estándar expresada en número de veces 
con respecto al control (-) de 24 horas, para 3 




 El medio de cultivo de las células tratadas con el sistema XXo durante los tiempos de 24 
y 48 horas fue recogido y procesado tal y como se describe  en el apartado 3.6.2. de Materiales 
y Métodos, para su posterior análisis por inmunomarcado después de electroforesis utilizando el 
anticuerpo 6E10, (esquema R.2), detectando específicamente el fragmento soluble, sAPP-α, en 
el pool de sAPP total, derivado del procesamiento no amiloidogénico (α-secretasa) de la proteína 
APP. Para analizar el sAPP total se realizó en paralelo, utilizando los mismos medios de cultivo, un 
inmunomarcado después de electroforesis con el anticuerpo 22C11. Tanto al tiempo de 24 horas 
como de 48 horas post-tratamiento con el sistema XXo, se observa un incremento en los niveles 
de sAPP-α en el medio de cultivo de las células SK-N-MC, en comparación con el medio control 
(figura R.17A) si bien el incremento en sAPP-α a 48 horas no resultó ser significativo (figura R.17B). 
Resultados similares se obtuvieron en cuanto a los niveles de las bandas de sAPP total, reveladas 
con 22C11, lo que indica que probablemente la contribución al pool del sAPP total es de sAPP-α. 
Estos resultados muestran que, tras 24 horas de tratamiento, el sistema XXo promueve una 
liberación de sAPP-α en medio de cultivo sin que esto afecte de forma significativa a la expresión 
de holoAPP (figura R.15B). Por ello, concluimos que el fomento de la secreción de sAPP-α por 
el sistema XXo podría ser debido a un incremento de la vía del procesamiento del APP por la 
α-secretasa. Además, un tratamiento prolongado (hasta las 48 horas) con el sistema XXo podría 
provocar un efecto de bloqueo en la secreción del sAPP-α intracelularmente producido (figura 
R.15). El procesamiento proteolítico y el tráfico del APP, que están íntimamente relacionados entre 
sí (Small y cols. 2006), estarían siendo afectados por el sistema XXo.
 5.3.1.2 Fragmentos C-terminales derivados del APP: α, β y γ CTFs
 A modo de recordatorio, la proteína APP sufría un procesamiento proteolítico llevado a cabo 
por tres enzimas: α, β y γ-secretasas (figura I.5), de cuyas actividades se generaban los fragmentos 
α, β y γ-CTF. El α-CTF -generado por el α-secretasa- produce el fragmento p3 + γ-CTF/AICD por 
acción del complejo γ-secretasa; y el β-CTF -generado por el β -secretasa- produce el fragmento 



























































































Figura R.18 El sistema XXo incrementa los niveles de los fragmentos C-terminales de APP en la línea parental 
SK-N-MC. Los cultivos celulares fueron tratados con 10 µM de xantina/50 mU/ml de xantina oxidasa (XXo) durante 
24 y 48 horas. A) Los fragmentos C-terminales del APP (α, β y γ-CTFs) fueron analizados mediante inmunomarcado 
después de electroforesis utilizando el anticuerpo anti C-terminal según el apartado 3.7. de Materiales y Métodos. Se 
muestra un gel representativo en el que las bandas reactivas corresponden a los distintos fragmentos C-terminales; 
el panel superior corresponde a la banda de α-tubulina. La gráfica muestra la media ± error estándar de los valores 
de densitometría normalizada por tubulina. Los datos están expresados como el número de veces respecto al 
control de 24 horas de 3 experimentos independientes. B) El fragmento β-CTF se analizó mediante inmunomarcado 
después de electroforesis utilizando el anticuerpo 6E10 según el apartado 3.7. Materiales y Métodos. Se muestra 
un gel representativo de las bandas inmunoreactivas del fragmento β-CTF; el panel superior corresponde a la 
banda de α-tubulina. La gráfica muestra la media ± error estándar de los valores de densitometría normalizados por 
α-tubulina. Los datos están expresados como número de veces respecto al control de 24 horas de tres experimentos 
independientes.
 Después de la exposición al EO de los cultivos de SK-N-MC, los fragmentos C-terminales -α, 
β y γ- que se mantuvieron asociados la célula tras el corte proteolítico del APP, fueron detectados 
en extractos totales mediante inmunomarcado después de electroforesis utilizando el anticuerpo 
anti C-terminal. Así, pudimos comprobar que el tratamiento con el sistema XXo incrementaba los 
niveles de α-CTF y γ-CTF/AICD siendo este último, indetectable en condiciones “control” (figura 
R.18A). Además, el incremento en α-CTF fue de nuevo mayor al tiempo de 24 horas de tratamiento, 
al igual que la secreción del sAPP-α (figura R.17). Sin embargo, al tiempo de 24 horas, aunque 
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no observamos cambios en los niveles de β-CTF cuando monitorizamos este fragmento con el 
anticuerpo específico, 6E10 (figura R.18B) o incluso es apreciado un ligero descenso; al tiempo de 
48 horas, si se detectó un incremento.
 La acumulación de los α-CTF y γ-CTF/AICD podría depender de la línea celular utilizada. 
Sin embargo, cuando otro neuroblastoma humano –SH-SY-5Y- fue tratado durante 24 horas con 
el sistema XXo, encontramos también un incremento en los niveles de estos fragmentos (datos 
no mostrados). Estos resultados podrían explicar el incremento de la secreción del sAPP-α (a 24 
horas) bajo tratamiento del sistema XXo, confirmándose que el APP esta siendo procesado por la 
vía α-secretasa.
 5.3.1.3 Actividad β-secretasa
 El balance entre las vías α y β-secretasas tiene una relevancia fisiológica (Citron y cols. 
1992; Felsenstein y cols. 1994); y los resultados hasta ahora obtenidos, sugieren un desbalance 
en las actividades α y β por el sistema XXo a tiempo de 24 horas, previo a la muerte celular, y que 





































Figura R.19 Actividad β-secretasa en la línea 
parental SK-N-MC expuesta al sistema XXo. Los 
cultivos celulares  tratadas con 10 µM de xantina/50 
mU/ml de xantina oxidasa (XXo) durante 24 y 48 horas 
fueron procesados y analizados para la actividad 
β-secretasa según el apartado 3.11. de Materiales 
y Métodos. La media ± error estándar resulta de 
3 experimentos independientes. Los valores son 
expresados como % respecto al control de 24 horas. 
*: p<0.05 respecto al control 24h.
 Por ese motivo, se procedió al análisis de la actividad β-secretasa en los cultivos de SK-
N-MC bajo tratamiento con el sistema XXo a los tiempos de 24 y 48 horas. Los datos obtenidos  
(figura R.19) revelan una disminución significativa de la actividad β-secretasa al tiempo de 24 
horas; actividad que se recupera al tiempo de 48 horas tras el tratamiento con el sistema XXo. 
Estos resultados, junto con el incremento del fragmento β-CTF a 48 horas descrito en el  apartado 
anterior, indican que podría haber una correlación entre dicho incremento y la recuperación de la 
actividad β-secretasa al tiempo de apoptosis (48 horas). 
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5.3.1.4 Niveles de las especies del péptido Aβ secretado: Aβ40 y Aβ42
Siguiendo en la línea de investigación de la actividad β-secretasa, y en relación con el 
procesamiento amiloidogénico a las 48 horas de tratamiento con el sistema XXo, quisimos cuantificar 
los niveles de Aβ secretado en el medio de cultivo celular después del tratamiento con XXo. Debido 
a que las concentraciones de Aβ detectado en los cultivos de la línea parental, SK-N-MC fueron 
muy bajos, en su defecto, utilizamos la línea celular estable que sobreexpresa APP-695, llamada 
línea SK-APP695 (Serrano Carballal 2003; Recuero y cols. 2004). Antes de mostrar estos resultados, 
diremos que en esta línea celular SK-APP695, también se observó un incremento en los niveles 
de α-CTF y γ-CTF en condiciones de EO, a las 24 horas de tratamiento, tiempo al que no se 
encontraron cambios significativos en los niveles de holoAPP (datos no mostrados); además, la 
pérdida de viabilidad celular a 24 y 48 horas por el tratamiento con XXo fue similar a la línea parental 



























































Figura R.20 Efecto del EO sobre la secreción de las especies 1-40 y 1-42 del péptido Aβ. Los cultivos celulares 
de la línea SK-APP695  fueron tratados con 10 µM de xantina/50 mU/ml de xantina oxidasa (XXo) durante los tiempos 
de incubación indicados. Cuantificación mediante ELISA sándwich especifico para las especies Aβ-40 y Aβ-42 en 
el medio de cultivo (apartado 3.13. de Materiales y Métodos). Las gráficas muestran la media ± error estándar de 
los valores de densidad óptica expresados como porcentajes referidos al control de 24 horas para 3 experimentos 
independientes. *: p<0.05 con respecto al control de 24 horas. #: p<0.05 respecto al control de 48 horas.
 Tras la exposición de los cultivos celulares de SK-APP695 al tratamiento con el sistema 
XXo durante los tiempos de 24 y 48 horas, los distintos medios de cultivos fueron recogidos y 
procesados según el apartado 3.13. de Materiales y Métodos y las dos principales especies de 
Aβ (Aβ40 y Aβ42) fueron cuantificadas utilizando un ELISA sándwich, según el apartado 3.13. 
de Materiales y Métodos. La figura R.20 muestra que los niveles del Aβ40 y Aβ42 secretado se 
encuentran reducidos significativamente a 24 horas de exposición a XXo, siendo esta reducción 
más o menos igual para las dos especies. Sin embargo, a 48 horas en presencia de XXo, hay 
tendencia a la recuperación en los niveles de Aβ secretado.
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 5.3.1.5 Localización intracelular de los fragmentos derivados del APP: sAPP-α y 
CTFs
 Seguidamente, nos propusimos ampliar y confirmar los datos obtenidos mediante 
aproximaciones bioquímicas que mostraban que el sistema XXo provoca un incremento de los 
niveles intracelulares de los fragmentos derivados del APP: CTFs (α y β) y sAPP-α. Así pues, 
mediante la técnica de inmunocitoquímica, procedimos al análisis de la localización intracelular de 
los fragmentos de APP utilizando para ello la línea celular SK-APP695 debido a que las especies 
intracelulares derivadas del amiloide -β-CTF y Aβ- representan una población relativamente pequeña 
dentro del pool de la proteína endógena, que les hace especialmente difícil su monitorización (ver 
figura R.18B). Para ello, desarrollamos el análisis de inmunofluorescencia de doble marcaje de 
células SK-APP695 expuestas durante 24 horas al sistema XXo, utilizando en anticuerpo 6E10 
(verde) y el anti C-terminal (rojo) para obtener así imágenes confocales (figura R.21).
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Figura R.21 Acumulación de los fragmentos N- y C- terminales derivados de la proteína APP, tras la exposición 
al EO de la línea celular SK-APP695. Los cultivos de las células SK-APP695 fueron tratados con 10 µM de xantina/50 
mU/ml de xantina oxidasa (XXo) durante 24 horas. Se muestra un panel representativo de las imágenes confocales de 
fluorescencia y en contraste de fase e inmunomarcados para los anticuerpos 6E10 y anti C-terminal (apartado 3.12. de 
Materiales y Métodos); en los recuadros en blanco se muestran las co-localizaciones (amarillo) de las señales positivas 
para el anticuerpo 6E10  (verde) y positivas para el anticuerpo C-terminal (rojo). Las imágenes fueron adquiridas 
con Microscopio de Barrido Láser confocal LSM510 META acoplado a un microscopio invertido Axiovert200 (Zeiss) 
utilizando el objetivo 63X/1.4 oil Plan-Apochromat.
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 Las especies proteicas acumuladas e inmunorreactivas al 6E10, probablemente estén 
compuestas por holoAPP, sAPP-α y/o β-CTF y una pequeña cantidad de péptido Aβ (esquema 
R.2). Y los inmunorreactivas para el anti C-terminal  podrían componerse de APP CTFs y del 
holoAPP. Sin embargo, en condiciones basales, el anticuerpo anti C-terminal  no daba grandes 
cantidades de señal fluorescente, por lo que cabe concluir que las especies inmunorreactivas al 
anti C-terminal  no son holoAPP.
 Las localizaciones positivas al 6E10, en condiciones basales, lo hicieron en pequeñas 
vesículas distribuidas por todo el citoplasma; mientras que el tratamiento con XXo condujo a 
una dramática acumulación de “clusters” positivos al 6E10, algunos negativos al anti C-terminal  
(recuadros en blancos). Dado el perfil inmunorreactivo de estos “clusters”, es razonable concluir 
que se trata de estructuras vesiculares -¿TGN, post-TGN?- continentes de sAPP-α, siendo esto 
coherente con las estructuras subcelulares donde se acumula sAPP intracelular. Estos clusters se 
hayan concentrados en el citoplasma y cerca de la membrana plasmática. Densidades vesiculares 
similares e inmunorreactivas para el 6E10 se han encontrado en cultivos celulares expuestos a otro 
inductor de EO como el péptido Aβ (Henriques y cols. 2009). 
 Las localizaciones positivas para el anti C-terminal pero negativas para el 6E10 fueron 
detectadas después del tratamiento con el sistema XXo en vesículas -¿del Golgi?- en el citoplasma, 
demostrándose así la acumulación de fragmentos α-CTF. El Golgi es uno de los sitios subcelulares 
conocidos donde se produce el procesamiento del APP y por tanto donde se da la producción de 
CTFs y de sAPP.
 Además, la colocalización entre el anticuerpo 6E10 y el anti C-terminal (señal en amarillo), 
dada la posición de los epítopos de estos anticuerpos en la proteína APP (esquema R.2), nos sugiere 
que probablemente sea β-CTF; aunque sAPP-α producido y acumulado en el Golgi, podría estar 
siendo reconocido. Así, procedimos al inmunomarcaje de estas células utilizando los anticuerpos 
específicos para Aβ40 y Aβ42 de dos fuentes diferentes para comparar, pero no se obtuvo un 
marcaje claro en ello. 
 La acumulación temprana de β-CTF con pequeñas cantidades de péptido Aβ, se han 
descrito como característica neuropatológica de pre-placa asociada al amiloide (McAlpine y cols. 
2009). Los resultados presentados en este apartado acerca del metabolismo/procesamiento del 
APP en presencia del EO, nos muestran un modelo celular dinámico de respuesta al EO, donde el 
procesamiento proteolítico del APP y quizá el catabolismo y el tráfico de sus fragmentos derivados, 
están siendo modulados por el sistema XXo.
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 5.3.2. Efecto de la expresión de la mutación “Swedish” y el EO en el metabolismo/
procesamiento del APP
 5.3.2.1. Niveles de holoAPP y fragmento APP secretado (sAPP)
 Una vez comprobado el efecto del EO sobre el APP en la línea celular parental, SK-N-MC, 
comenzamos a estudiar la respuesta al EO en el procesamiento/metabolismo del APP por parte de 















Figura R.22 El EO induce la acumulación intracelular del fragmento sAPP-α en las líneas celulares SK-APPWT y 
SK-APPSWE, previa a la muerte celular. Los cultivos celulares de las líneas SK-APPWT y SK-APPSWE fueron tratados con 
10 µM de xantina/50 mU/ml de xantina oxidasa (XXo) durante 24 horas y procesados para inmunomarcado después 
de electroforesis (apartado 3.7. de Materiales y Métodos). A) Gel representativo del inmunomarcado con el anticuerpo 
22C11. En el panel superior de los escáneres observamos las bandas correspondientes al sAPP intracelular y al 
holoAPP (maduro+inmaduro); en el panel inferior, la banda corresponde al inmunomarcado después de electroforesis 
frente a un anticuerpo que reconoce el α-tubulina. B) Gel representativo del inmunomarcado con el anticuerpo anti 
C-terminal. En el panel superior de los escáneres observamos las bandas correspondientes al holoAPP; en el panel 
inferior, la banda corresponde al inmunomarcado después de electroforesis frente a un anticuerpo que reconoce el 
α-tubulina.
 Nuestros cultivos celulares fueron expuestos al tratamiento con el sistema XXo durante 
24 horas, tras las cuales se realizó el inmunomarcado después de electroforesis detallado en la 
figura R.22. Para poder identificar correctamente los fragmentos o al holoAPP en el rango de 
peso molecular analizado, utilizamos dos anticuerpos: el 22C11 que -recordemos- se unirá tanto 
al holoAPP como al fragmento sAPP (sAPP-α y/o sAPP-β); y el anti C-terminal que se unirá al 
extremo carboxi- del APP reconociendo únicamente al holoAPP.
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 El anticuerpo 22C11 mostró una inmunorreactividad en la banda del sAPP intracelular en 
ambas líneas celulares expuestas al EO, siendo más acusada en la línea celular SK-APPSWE bajo 
tratamiento del sistema XXo; mientras que con el anticuerpo C-terminal no se detectó alteración 
en los niveles del holoAPP (maduro + inmaduro) tras el tratamiento. Por tanto, comparando estos 
dos resultados podemos deducir que, al igual que en la línea SK-N-MC, la banda más inferior 
corresponde a un aumento de los niveles del sAPP intracelular haciéndose particularmente patente 
en la línea celular SK-APPSWE en condiciones de EO. Recordamos también, que dado que a 24 
horas el sistema XXo incrementaba los niveles de α-CTF, el sAPP podía ser mayoritariamente 
sAPP-α.
 Para comprobar si este efecto se mantenía a tiempos de muerte celular en nuestras líneas 
celulares SK-APPWT y SK-APPSWE, prolongamos la exposición al efecto del tratamiento del sistema 








































































Figura R.23 El EO produce un incremento en el APP celular en la línea celular SK-APPSWE al tiempo de muerte 
celular. Los cultivos celulares fueron tratados con 10 µM de xantina/50 mU/ml de xantina oxidasa (XXo) durante 24 y 48 
horas y procesados para inmunomarcado después de electroforesis utilizando el anticuerpo 22C11 según el apartado 
3.7. de Materiales y Métodos. A) Se muestra un gel representativo donde en el panel superior las bandas corresponde 
al holoAPP (maduro+inmaduro) y al sAPP-α intracelular y el panel inferior al α-tubulina. B) Cuantificación mediante 
densitometría de las bandas reactivas correspondientes al APP intracelular total. Dichos valores están normalizados 
por α-tubulina. La media ± error estándar resulta de 2 experimentos independientes; resultados similares se obtuvieron 
en otros 3 experimentos adicionales. C) Inmunomarcado después de electroforesis de las bandas de holoAPP y sAPP 
intracelular, utilizando el anticuerpo 22C11. Se muestra un gel representativo de mayor resolución.
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Como sucediera en la figura R.22, la cinética de tratamiento con el sistema XXo en los 
cultivos celulares de SK-APPWT y SK-APPSWE reveló unos resultados similares. Así, tras 24 horas de 
exposición al EO, volvemos a comprobar la aparición de la tercera banda correspondiente al sAPP 
intracelular en ambas líneas, siendo mayoritaria en SK-APPSWE; Sin embargo, a 48 horas mientras 
que en la línea “Wild type” se observaba el mismo patrón de bandas que a 24 horas (figura R.23A), 
en la línea SK-APPSWE se observó un incremento casi significativo en el holoAPP intracelular (figura 
R.23B), no apreciándose la acumulación del sAPP intracelular; sin embargo, el incremento de 
holoAPP inmaduro fue muy significativo. Estos primeros resultados indicaban una alteración en el 
metabolismo/procesamiento por la presencia de un APP mutante en células que responden al EO. 
Alteraciones en el metabolismo del APP, concretamente en el tráfico intracelular, como el que se 
produce en respuesta al Aβ (que produce EO), ya ha sido sugerido para dar lugar a un APP celular 
incrementado (Carlson y cols. 2000).
A continuación, analizamos los niveles del fragmento de APP secretado (sAPP) en el medio 


















































































































Figura R.24 Efecto del EO 
sobre la secreción de sAPP-α 
en las líneas celulares SK-
APPWT y SK-APPSWE previo a 
la muerte celular. Los cultivos 
celulares fueron tratados con 
10 µM de xantina/50 mU/ml de 
xantina oxidasa (XXo) durante 
24 horas y los medios de cultivo 
recogidos y procesados según 
el apartado 3.6. de Materiales y 
Métodos. A) Se muestra un gel 
representativo de los niveles de 
sAPP total y sAPP-α utilizando 
los anticuerpos 22C11 (panel 
superior) y el 6E10 (panel 
inferior), respectivamente; 
también se muestran unas 
gráficas representativas de 
los valores del análisis por 
densitometría de dichas 
bandas. B) Las gráficas 
muestran la media ± error estándar expresada en número de veces y cada línea referida a su control, y resulta de 
2 experimentos independientes para el anticuerpo 22C11 y 4 experimentos para el anticuerpo 6E10. *: p<0.05. ***: 
p<0.001 referido a  su cultivo control. 
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 Para identificar cada uno de los fragmentos secretados de APP utilizamos dos anticuerpos: 
el 22C11 que –recordemos- se unirá tanto al fragmento sAPP-α (originado por el procesamiento 
proteolítico llevado a cabo por el α-secretasa) como al fragmento sAPP-β (originado por el 
procesamiento proteolítico de β-secretasa) por lo que reconoce al sAPP total; y el 6E10 que 
reconoce los 16 primeros aminoácidos del Aβ, por lo que se puede utilizar para monitorizar al 
fragmento sAPP-α. Como se puede observar en la figura R.24, los niveles del sAPP-α extracelular 
así como los del sAPP total, incrementaban en ambas líneas expuestas al EO; sin embargo hay 
que destacar que para la línea SK-APPSWE, los incrementos eran más significativos que en la línea 
SK-APPWT. Además los niveles de sAPP total eran más altos que los de sAPP-α en la línea SK-
APPSWE, estos resultados sugerían un incremento de la actividad β-secretasa la que genera el 
fragmento sAPP-β en la línea mutante expuesta al EO.
 Seguidamente, quisimos estudiar qué ocurría a tiempos de muerte celular por EO con los 
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Figura R.25 El EO induce una disminución del sAPP-α extracelular en la línea celular SK-APPSWE al tiempo 
de muerte celular. Los cultivos celulares fueron tratados con 10 µM de xantina/50 mU/ml de xantina oxidasa (XXo) 
durante 24 y 48 horas y los medios de cultivo recogidos y procesados según el apartado 3.6. de Materiales y Métodos. 
A) Se muestra un gel representativo de los niveles de sAPP-α extracelular utilizando el anticuerpo 6E10; también se 
muestra la gráfica representativa de los valores del análisis por densitometría de dichas bandas a 24 y 48 horas. B) La 
gráfica de 48 horas muestra la media ± error estándar expresada en número de veces y cada línea referida a su control, 
para 2 experimentos independientes. *: p<0.05 referido a su cultivo control.  
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 Transcurridos los tiempos de exposición al sistema XXo de 24 y 48 horas, procesamos los 
medios de cultivo para su inmunomarcado después de electroforesis; los datos obtenidos a 24 
horas no difieren de los anteriormente mostrados ya que tanto en los cultivos de SK-APPWT como 
de SK-APPSWE aumenta el fragmento sAPP-α en presencia del EO al comparar con los cultivos 
controles. Este incremento fue mayor en SK-APPSWE tratada. Por el contrario, al tiempo de 48 horas 
el patrón de secreción del fragmento sAPP-α se invierte en la línea celular SK-APPSWE reduciéndose 
bruscamente en presencia del EO; el dato obtenido podría estar en concordancia con la pérdida de 
detección intracelular del fragmento sAPP-α al tiempo de 48 horas, observado anteriormente en la 
figura R.23. Sin embargo, en la línea SK-APPWT incluso se favorecía la secreción de sAPP-α a 48 
horas post-tratamiento; además esta misma línea, y en ausencia de EO, secretaba mayores niveles 
de dicho fragmento al comparar con la línea SK-APPSWE no tratada; y el hecho de que el incremento 
sea menor en la línea SK-APPWT, podría deberse al mayor nivel de secreción de sAPP-α que ya 
produce esta línea en ausencia de EO, en comparación con SK-APPSWE (figura R.25A). Estos 
resultados indicaban una posible protección intrínseca de la línea SK-APPWT, produciendo una 
mayor cantidad de fragmento sAPP-α.
 5.3.2.2. Fragmentos derivados del APP: α, β-CTFs
 Los resultados anteriores indicaban que en la línea SK-APPSWE, se podía afectar el 
metabolismo del APP en respuesta al EO, quizás por alteración del procesamiento/catabolismo 
y/o por los altos niveles de APP celular a 48 horas post-tratamiento. En esta línea nos propusimos 










































































C.  48 horas:
Figura R.26 Incremento de los fragmentos C-terminales -α y -β en condiciones de EO en las líneas celulares 
estables SK-APPWT y SK-APPSWE. Los cultivos celulares fueron tratados con 10 µM de xantina/50 mU/ml de xantina 
oxidasa (XXo) durante 24 y 48 horas y procesados para inmunomarcado después de electroforesis, según el apartado 
3.7. de Materiales y Métodos. A) Los fragmentos C-terminales del APP (α y β-CTFs) fueron analizados utilizando el 
anticuerpo anti C-terminal. La detección específica para el fragmento β-CTF se llevó a cabo con el anticuerpo 6E10. Se 
muestra un gel representativo en el que las bandas reactivas corresponden a los distintos fragmentos C-terminales; el 
panel superior corresponde a la banda de α-tubulina. B) Cuantificación mediante densitometría de las bandas reactivas 
correspondientes a los fragmentos C-terminales, los valores fueron normalizados por α-tubulina. La media ± error 
estándar resulta de 2 experimentos independientes. Un total de 3 experimentos independientes fueron realizados, 
obteniéndose resultados similares.
 Tras el tratamiento de los cultivos celulares durante 24 y 48 horas con el sistema XXo, se 
realizaron inmunomarcados después de electroforesis (figura R.26A) para detectar los fragmentos 
carboxi terminales del APP: α-CTF (generado por el α-secretasa) y β-CTF (por la β-secretasa). 
Tanto en el cultivo celular de SK-APPWT como en el de SK-APPSWE se detectó un incremento de 
los niveles de los fragmentos CTFs con el EO, al igual que habíamos encontrado en la línea SK-
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N-MC, después de revelar con el anticuerpo anti C-terminal. Aunque este último anticuerpo -que 
reconoce tanto el α-CTF como el β-CTF- se revela en una sola banda cuando utilizamos geles de 
baja resolución, ya habíamos descrito anteriormente, que el sistema XXo a 24 horas, incrementaba 
mayoritariamente el fragmento α-CTF, lo cual habíamos verificado, por un lado, en geles de mayor 
resolución con el anticuerpo anti C-terminal  detectándose las bandas de α-CTF y β-CTF, y por otro, 
reincubando esos mismos blots con el anticuerpo 6E10, específico sólo para el β-CTF. Este detalle 
también se puede observar en la figura R.26A. Los fragmentos γ-CTF sólo fueron detectables en 
condiciones de EO en ambas líneas (datos no mostrados) como ocurriera en la línea parental SK-
N-MC. No se han podido cuantificar debido a la dificultad para conseguir una densitometría fiable 
de este fragmento de bajo peso molecular (6 kDa) ya que estamos en los límites de detección 
soportados por el propio escáner.
 Al observar cada línea por separado a lo largo del curso temporal, en la línea SK-APPWT se 
producía un incremento mayor por el EO del α-CTF que la línea SK-APPSWE. Al comparar las dos 
líneas tratadas en cada uno de los tiempos, a 24 horas la diferencia en este incremento entre las 
líneas, era mayor que el observado a 48 horas. 
 En lo que respecta a los niveles del fragmento β-CTF, al observar cada línea tratada por 
separado en el transcurso del tiempo, es ahora en la línea SK-APPSWE donde se produce un 
mayor incremento de dicho fragmento. Si bien, al comparar las dos líneas tratadas en cuanto a la 
acumulación del fragmento β-CTF en cada uno de los tiempos, a 48 horas, la diferencia en este 
incremento entre las dos líneas, era mayor que el observado a 24 horas. 
 5.3.2.3. Actividades α y β-secretasas
 Los resultados anteriores revelaban un balance diferente de las vías α y β secretasas entre 
ambas líneas, en respuesta al EO. Dado que se ha descrito que el balance de estas vías tiene una 
relevancia fisiológica (Citron y cols. 1992), nos pareció de gran interés el análisis de las actividades 























































































Figura R.27 Efecto del EO sobre las actividades α y β-secretasa en las líneas celulares SK-APPWT y SK-APPSWE. 
En los cultivos celulares tratados con 10 µM de xantina/50 mU/ml de xantina oxidasa (XXo) durante 24 horas, fueron 
analizadas las actividades α y β-secretasa mediante ensayo fluorimétrico específico (apartado 3.11. de materiales y 
Métodos). Los valores fueron expresados en unidades de fluorescencia (A) y en porcentaje, cada línea referida a su 
control sin tratamiento (B). La media ± error estándar resulta del duplicado experimental. Un total de tres experimentos 
independientes fueron realizados, obteniéndose resultados similares. *: p<0.05; **: p<0.01 referido a  su cultivo control. 
##: p<0.01 comparando con la línea “Wild type” tratada.
Los cultivos celulares de SK-APPWT y SK-APPSWE se trataron con el sistema XXo durante 24 
horas, y después se procedió a la recogida de las muestras y a su posterior análisis según el apartado 
3.11. de Materiales y Métodos. De los datos de la figura R.27A se desprende que con el tratamiento 
del sistema XXo, podemos observar un descenso significativo de la actividad α-secretasa sólo en 
la línea celular SK-APPSWE; del mismo modo la actividad β-secretasa que desciende a 24 horas con 
XXo en las dos líneas celulares tratadas, lo hace ahora de forma más significativa en la línea celular 
SK-APPWT. Además, al representar sólo el porcentaje de cada actividad de los cultivos tratados 
respecto a su control (figura R.27B), podemos concluir que la actividad α-secretasa en la línea “WT” 
tratada es mucho mayor que la β-secretasa. Esta respuesta sería similar a la que presentaba la 
línea parental SK-N-MC después de 24 horas de tratamiento con XXo. Sin embargo, en la línea SK-
APPSWE expuesta al EO, ese balance α/β secretasas se invierte, debido a un incremento significativo 
en la actividad β-secretasa. 
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Figura R.28 Detección de los fragmentos del APP (sAPP-α y CTFs) en respuesta al EO. Los cultivos celulares 
fueron tratados con 10 µM de xantina/50 mU/ml de xantina oxidasa (XXo) durante 24 horas fueron procesados para 
inmnofluorescencia con los anticuerpos 6E10 y anti C-terminal, según el apartado 3.12. de Materiales y Métodos. Se 
muestra un panel representativo de las imágenes de fluorescencia; en el recuadro pequeño se muestran los núcleos 
celulares teñidos con DAPI. Las imágenes fueron adquiridas con microscopio invertido Axiovert200 (Zeiss) acoplado 
a una cámara ccd monocroma y color utilizando el objetivo 63X/1.4 oil Plan-Apochromat.
 Para verificar el incremento intracelular de fragmentos derivados del APP, realizamos análisis 
por inmunocitoquímica (apartado 3.12. de Materiales y Métodos) después de cultivar las células 
SK-APPWT y SK-APPSWE en presencia y ausencia de EO. Para el anticuerpo 6E10 y bajo tratamiento 
de 24 horas con el sistema XXo, la línea celular SK-APPSWE mostró una inmunorreactividad 
ligeramente superior a la línea celular SK-APPWT, debido -en parte- a la acumulación de sAPP-α 
intracelular, tal y como mostraban los inmunomarcados después de electroforesis del apartado 
4.3.1. de Resultados. No se detectó inmunorreactividad en los cultivos control, por ello y dado que 
a 24 horas de tratamiento no existen diferencias significativas en los niveles de holoAPP, pudimos 
deducir que el 6E10 en esta técnica experimental no detectaba el APP entero y que su señal 
inmunorreactiva era mayoritariamente debida a los fragmentos derivados. De hecho, se ha descrito 
que el 6E10 no reconoce al APP entero en células fijadas con paraformaldehido (Frackowiak y cols. 
2003; Frackowiak y cols. 2004; Wegiel y cols. 2007). Recordemos que este anticuerpo reconoce al 























un incremento en la inmunorreactividad, en ambas líneas en presencia de EO a 24 horas, siendo 
la señal mayor en la línea celular SK-APPSWE; la especificidad del anti C-terminal sería mayoritaria 
frente a los fragmentos α-, β- y γ-CTF puesto que los análisis de inmunomarcado con dicho 
anticuerpo mostraron que el holoAPP a 24 horas de tratamiento no presentaba variaciones en sus 
niveles.
 Con el fin de discriminar entre el fragmento N-terminal sAPP-α y los fragmentos C-terminales, 
quisimos realizar un estudio de co-localización con las líneas celulares SK-APPWT y SK-APPSWE en 
condiciones de EO a los dos tiempos de tratamiento: 24 horas (previo o mínima muerte celular) y a 
48 horas (muerte celular).
Figura R.29 Acumulación de los 
fragmentos derivados de la proteína 
APP tras la exposición al EO en el 
tiempo de muerte celular reducida 
(24 horas) en las líneas celulares 
SK-APPWT y SK-APPSWE. Los cultivos 
de las células fueron tratados con 10 
µM de xantina/50 mU/ml de xantina 
oxidasa (XXo) durante 24 horas. A) 
Panel donde se muestran las imágenes 
confocales para los cultivos celulares 
de SK-APPWT y SK-APPSWE de contraste 
de fase y de inmunofluorescencia para 
los anticuerpos 6E10 y anti C-terminal 
(apartado 3.12. de Materiales y Métodos), 
en condiciones “control” (sin tratamiento) 
y bajo el efecto del EO (XXo); en los 
recuadros en blanco se muestran las co-
localizaciones (amarillo) de las señales 
positivas para el anticuerpo 6E10 
(verde) y positivas para el anticuerpo 
C-terminal (rojo). B) Ampliación de las 
regiones (recuadros blancos) donde 
co-localizan los anticuerpos 6e10 y anti 
C-terminal en las líneas celulares SK-
APPWT y SK-APPSWE bajo tratamiento con 
el sistema XXo. Con flechas en blanco 
se señalan los acúmulos o clusters de 
los distintos fragmentos derivados de 
la proteína APP. Las imágenes fueron 
adquiridas con Microscopio de Barrido 
Láser confocal LSM510 META acoplado 
a un microscopio invertido Axiovert200 




 Una vez transcurrido el tiempo de exposición de 24 horas al EO, los cultivos celulares de SK-
APPWT y SK-APPSWE fueron recogidos y procesados para la realización de una inmunocitoquímica 
confocal según el apartado 3.12. de Materiales y Métodos. Para llevar a cabo el experimento 
utilizamos el anticuerpo 6E10 (verde) para el marcaje del sAPP-α intracelular, β-CTF y Aβ, y el anti 
C-terminal (rojo) para el marcaje de los fragmentos C-terminales α y β. Como se puede apreciar en 
la figura R.29A, en condiciones de “control”, ninguna de las dos líneas reveló inmunomarcaje ni para 
el 6E10 ni para el C-terminal, a pesar de que –para el anti C-terminal- el inmunomarcado después 
de electroforesis detecta al holoAPP en las dos líneas celulares (figura R.22). En condiciones de 
EO, la co-localización del 6E10 y del anti C-terminal fue evidente pero con diferencias, ya que si bien 
la línea celular SK-APPWT adoptó un patrón punteado en forma de pequeñas vesículas (“clusters”) 
repartidas por todo el citoplasma celular, la línea celular SK-APPSWE adoptó un patrón agregado 
de esos clusters o estructuras vesiculares y localizadas en ciertas regiones del citoplasma muy 
próximas al núcleo (figura R.29B). La colocalización fue mayor en la línea SK-APPSWE mientras que 
la línea “WT” se apreciaba tinción positiva para el 6E10 y negativa para el anti C-terminal, lo que 
correspondería sólo al sAPP-α intracelular en su tráfico normal del Golgi a la membrana plasmática. 
Las señales positivas en rojo y negativas para el verde corresponderían sólo al fragmento α-CTF. 
La señal de colocalización (amarillo) correspondería con β-CTF por un lado, pero también, dado 
que el patrón vesicular podría ser el Golgi (el sitio de actuación de las secretasas para la producción 
de fragmentos C-terminales y N-terminal sAPP) esta señal también seria sAPP-α acumulado 
intracelularmente. Además, se puede comprobar en las imágenes de contraste de fase que la 
muerte celular es todavía mínima a 24 horas de tratamiento.
 A la luz de estos resultados quisimos profundizar en este estudió llevando a los cultivos 
celulares de SK-APPWT y SK-APPSWE a tiempos de muerte celular apoptótica (48 horas) en 
























A. Figura R.30 Aumento en la 
acumulación de fragmentos 
C-terminales y pérdida de la señal 
sAPP-α  en la línea SK-APPSWE 
expuesta al EO hasta el tiempo 
de muerte celular (48 horas) en 
comparación con la línea SK-APPWT. 
Los cultivos de las células fueron 
tratados con 10 µM de xantina/50 
mU/ml de xantina oxidasa (XXo) 
durante 48 horas.  A) Panel donde se 
muestran las imágenes confocales 
para los cultivos celulares de SK-
APPWT y SK-APPSWE de contraste de 
fase y de inmunofluorescencia para 
los anticuerpos 6E10 y anti C-terminal 
(apartado 3.12. de Materiales y 
Métodos), en condiciones “control” 
(sin tratamiento) y bajo el efecto del 
EO (XXo); en los recuadros en blanco 
se muestran las co-localizaciones 
(amarillo) de las señales positivas para 
el anticuerpo 6E10  (verde) y positivas 
para el anticuerpo C-terminal (rojo). B) 
Ampliación de las regiones (recuadros 
blancos) donde co-localizan los 
anticuerpos 6e10 y anti-Ct en las líneas 
celulares SK-APPWT y SK-APPSWE 
bajo tratamiento con el sistema XXo. 
Con flechas en blanco se señalan los 
acúmulos o clusters de los distintos 
fragmentos C-terminales derivados de 
la proteína APP. Las imágenes fueron 
adquiridas con Microscopio de Barrido 
Láser confocal LSM510 META acoplado 
a un microscopio invertido Axiovert200 
(Zeiss) utilizando el objetivo 63X/1.4 oil 
Plan-Apochromat.
 Al igual que en el ensayo de 24 horas, los cultivos celulares fueron tratados con el sistema XXo 
durante 48 horas, las células fueron recogidas y procesadas según el apartado 3.12. de Materiales 
y Métodos. Los cultivos no tratados no mostraron inmunorreactividad significativa, sin embargo en 
la línea SK-APPWT se aprecia una señal discreta con el anticuerpo anti C-terminal  (rojo), lo que 
podría ser α-CTF y algo de β-CTF. Si observamos las imágenes del contraste de fase podemos ver 
cómo afecta el EO a la línea celular SK-APPSWE, ya que aparecen en una fase de muerte celular 
apoptótica avanzada, de acuerdo con la mayor vulnerabilidad de esa línea a la muerte por EO 
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(apartado 4.2. de Resultados). De las imágenes de los cultivos celulares tratados con el sistema 
XXo podemos extraer varias conclusiones: en la línea celular SK-APPWT podemos seguir viendo 
el patrón punteado positivo para el 6E10 (verde) que presentaba a 24 horas post-tratamiento, si 
bien a este tiempo de 48 horas, se observa claramente zonas de menos colocalización con el anti 
C-terminal dándonos idea de que dicho punteado corresponda al fragmento sAPP-α. Podemos 
sugerir que las células SK-APPWT se encuentran en modo “supervivencia” ya que, a pesar del 
ambiente desfavorable en el que se encuentra, trataría de mantener el metabolismo/procesamiento 
normal de la proteína APP porque la señal del sAPP-α, se encuentra más localizado en zonas 
cercanas a la membrana plasmática, siguiendo esta proteína, el tráfico normal Golgi-membrana 
plasmática. También, de manera parecida a las 24 horas de tratamiento, se mantiene la señal rojo 
sola, por el anticuerpo anti C-terminal, correspondiente a α-CTF y parte de colocalización (señal 
amarilla) que como hemos dicho con anterioridad, correspondería al β-CTF y parte de sAPP-α 
acumulado (¿en el Golgi?). El escenario cambia radicalmente en el caso de la línea celular SK-
APPSWE expuesta al EO; el patrón agregado vuelve a aparecer al tiempo de 48 horas, perdiendo 
con mayor evidencia su distribución por el citoplasma, siendo en este caso el inmunomarcado 
más fuerte para la señal del anticuerpo C-terminal (rojo). Las células ya están en proceso de 
muerte a 48 horas, y lo interesante en la línea SK-APPSWE es que parece que afecta a la vía 
secretora normal, acumulándose todos los fragmentos C-terminal y quizá el holoAPP en el Golgi 
más proximal, incluso en el RE, siendo estos últimos sitios donde se ha descrito la acumulación 
del fragmento β-CTF cuando se utilizan inhibidores del metabolismo energético o inhibidores del 
tráfico de proteínas como la Brefeldin A y la Monensina en la vía secretora (Gabuzda y cols. 1994). 
También en esta línea celular se puede apreciar muy levemente, un inmunomarcaje sólo de 6E10 
-verde- en la zona perinuclear en un patrón difuso característico del RE (flechas blancas, figura 
R.30B), pudiendo corresponder al Aβ intracelular. Así pudimos reafirmar el papel neurocitotóxico 
del fragmento C-terminal β-CTF y su implicación en la muerte neuronal, como sugieren algunos 
autores (Lee y cols. 2000; Sebastia y cols. 2006; Vazquez y cols. 2009) y en la patogénesis de la 
EA (Lahiri y cols. 2002). 
 Diversos estudios han relacionado la vía lisosomal de degradación de las proteínas con 
los fragmentos C-terminales y la EA, por un lado, porque dichos fragmentos se degradan por la 
vía lisosomal (Golde y cols. 1992), y por otro que la vía de procesamiento amiloidogénico también 
ocurre en los endosomas/lisosomas, ya que en estos orgánulos subcelulares se produce el corte 
proteolítico por la β-secretasa (BACE) (Koh y cols. 2005). Por todo ello, nos pareció muy interesante 
poder observar, a tiempos de muerte celular por XXo (48 horas), si las acumulaciones anteriormente 
descritas -sobre todo- para la línea SK-APPSWE y también para la línea SK-APPWT, colocalizaban 




Figura R.31 Incremento en la señal de co-localización lisosomal de fragmentos C-terminales en la línea SK-
APPSWE, expuesta al EO al tiempo de muerte celular (48 horas) en comparación con la línea SK-APPWT. Los 
cultivos de las células fueron tratados con 10 µM de xantina/50 mU/ml de xantina oxidasa (XXo) durante 48 horas. 
Se muestra un panel representativo de las imágenes confocales de inmunofluorescencia para los anticuerpos anti 
C-terminal y anti CD63 (apartado 3.12. de Materiales y Métodos); las flechas en blanco muestran las co-localizaciones 
(amarillo) de las señales positivas para el anticuerpo anti C-terminal (verde) y positivas para el anticuerpo anti CD63 
(rojo). Las imágenes fueron adquiridas con Microscopio de Barrido Láser confocal LSM510 META acoplado a un 





 Tras la exposición de los cultivos celulares de ambas líneas al sistema XXo durante 48 horas, 
las muestras fueron procesadas para la realización de una inmunofluorescencia confocal según el 
apartado 3.12. de Materiales y Métodos. De las imágenes confocales obtenidas pudimos concluir 
que: primero, corroboramos la acumulación de fragmentos C-terminales tanto en la línea SK-APPWT 
como en la línea SK-APPSWE, tras la exposición al EO durante 48 horas, volviendo a hacerse más 
patente en esta última línea celular; y segundo, la existencia de co-localización de los fragmentos 
C-terminales con vesículas lisosomales (co-localizaciones en amarillo), con mayor robustez en la 




 A la luz de los resultados obtenidos, podemos concluir que las alteraciones detectadas en 
el metabolismo de la proteína APP en la línea celular mutante y expuesta al EO validaban nuestro 
modelo celular para el estudio de dicho proceso y para ahondar en los mecanismos patogénicos 
que pudieran estar implicados en la EA familiar.
5.4. ANÁLISIS GENÓMICO/FUNCIONAL DEL MODELO CELULAR DE EA FAMILIAR
 Los estudios realizados hasta ahora en nuestras líneas celulares SK-APPWT y SK-APPSWE 
mostraban que la expresión de APP mutante sensibilizaba a las células en la muerte neuronal por 
EO; pero además, modificaba el metabolismo/procesamiento, alterando el tráfico y catabolismo de 
esta proteína. Así, para continuar con la investigación, nos propusimos llevar a cabo un análisis de 
expresión génica diferencial en las líneas SK-APPWT y SK-APPSWE, en ausencia y presencia de EO; 
para dicho estudio se utilizó la tecnología de microarrays de DNA (Agilent technologies). 
5.4.1. Estudio de la expresión génica diferencial mediante microarrays de DNA
Los cultivos celulares de SK-APPWT y SK-APPSWE fueron tratados con el sistema Xxo durante 
6,12, 24, y 36 horas, para después ser recogidos y procesados según el apartado 3.15. de Materiales 
y Métodos. Este procedimiento se llevo a cabo 4 veces, verificándose en cada una de ellas y a 
modo de control interno de los experimentos, la viabilidad celular y la apoptosis (el fragmento de 
PARP, p85) en los tiempos de 24, 36 y 48 horas de exposición de los cultivos al EO. Con el modelo 
celular que presentamos en esta tesis, descrito en los apartados anteriores, a tiempos largos de 
exposición al EO las células presentaban muerte por apoptosis, siendo esta más significativa en la 
línea celular SK-APPSWE; por ello, todo lo que ocurra a nivel transcripcional antes de los tiempos de 
muerte establecidos en el modelo presentado sería de nuestro interés. Con esta premisa y tras la 
realización del microarray y su posterior análisis, pudimos concluir que:
Las comparaciones a tiempos 6h y 12h no revelaban un número significativo de genes •	
expresados diferencialmente.
A tiempo 24h hay 1503 genes que tienen una expresión diferencial significativa (p< 0,05) •	
al comparar las líneas tratadas SK-APPSWE respecto a SK-APPWT.
El análisis de las condiciones 24h, sin la presencia de EO, “Swedish” vs “Wild type”, puso •	
de manifiesto 813 genes diferencialmente expresados (p< 0,05).
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Figura R.32 Cambio de la expresión génica en la línea 
celular SK-APPSWE en presencia de EO analizado por 
Microarray de cDNA. Se indica el número de veces 
que cambia la expresión de los 25 primeros genes que 
se sobreexpresan a 24 horas post-tratamiento con 10 
µM de xantina/50 mU/ml de xantina oxidasa (XXo) y 
que mantienen dicha sobreexpresión a 36 horas post-
tratamiento, comparando la línea celular SK-APPSWE 
frente a la línea celular SK-APPWT. La expresión 
diferencial fue significativa (p< 0,05) para todos los genes 
del tiempo de 24 horas siendo n=3. La barra de color 
naranja corresponde al tiempo de 24 horas y la azul, al 
de 36 horas.
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Figura R.33 Cambio de la expresión génica en la 
línea celular SK-APPSWE en ausencia de EO analizado 
por Microarray de cDNA. Se indica el número de veces 
que cambia la expresión de los 25 primeros  genes 
que se sobreexpresan a 24 horas en ausencia del 
tratamiento con el sistema XXo y que mantienen dicha 
sobreexpresión a 36 horas sin tratamiento, comparando 
la línea celular SK-APPSWE frente a la línea celular SK-
APPWT. La expresión diferencial fue significativa (p< 0,05) 
para todos los genes del tiempo de 24 horas siendo n=3. 
La barra de color naranja corresponde al tiempo de 24 
horas y la azul, al de 36 horas.
En las figuras R.32 y R.33 se representan aquellos genes que sobreexpresándose 
significativamente a 24 horas, mantienen dicha sobreexpresión a 36 horas. Los datos obtenidos 
fueron reveladores ya que el primer gen que aparecía sobreexpresado significativamente en la línea 
SK-APPSWE respecto a la SK-APPWT a 24 horas y se mantenía a 36 horas, tanto en presencia del 
sistema XXo (figura R.32) como en ausencia del tratamiento (figura R.33), fue el de la hemoxigenasa-1 
(HO-1). En relación a nuestro modelo celular de neurodegeneración asociado a la EA familiar, 
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este hallazgo era más que satisfactorio debido a la implicación de este enzima en enfermedades 
neurodegenerativas (Schipper y cols. 2009). 
La HO-1 ha sido reconocida como un sensor dinámico en la respuesta al EO celular; pero 
las reacciones bioquímicas de este enzima son un arma de doble filo ya que por un lado, al igual 
que la actividad desarrollada por otros agentes antioxidantes como la oxido nítrico sintasa o la 
superóxido dismutasa, imparte una férrea defensa antioxidante en algunas enfermedades y por 
otro, puede servir de amplificador del daño provocado por los ROS. En distintos estudios, la doble 
cara de este enzima se relaciona particularmente con enfermedades neurodegenerativas (Schipper 
y cols. 2009).
Brevemente, la degradación del grupo hemo celular es catalizada por una familia de HO. Estas 
enzimas se encuentran localizadas en el retículo endoplásmico (RE) donde actúan en asociación 
con la NADPH citocromo P450 reductasa, oxidando al grupo hemo a biliverdina, y produciendo ion 






3 NADPH + 3H+ 
+ 3 O2
3 NADP+
+ 3 H2OEsquema R.3 La vía catabólica del 
grupo hemo. La doble función de los 
productos de degradación del grupo hemo 
-ión ferroso (Fe2+), monóxido de carbono 
(CO) y Biliverdina- en trastornos del 
sistema nervioso central: neuroprotectora/
neurodistrófica (Schipper y cols. 2009).
Las células de mamíferos expresan por lo menos dos isoformas de HO, HO-1 (también 
conocida como heat-shock protein (HSP) 32) de expresión inducible y HO-2, de expresión constitutiva. 
La expresión de HO-1 en cerebro normal (sin estrés) es mínima y limitada a neuroglias dispersas y a 
pequeñas poblaciones de neuronas en el cerebelo (células de Purkinje), tálamo, hipotálamo, tronco 
del encéfalo, hipocampo y corteza cerebral. La HO-2 está ampliamente distribuida y expresada en 
las neuronas del cerebro y de la médula espinal (Vincent y cols. 1994; Matz y cols. 1996; Bergeron 
y cols. 1998; Nakaso y cols. 2000; Baranano y cols. 2001).
En humanos, el gen Hmox-1 que codifica para este enzima se encuentra localizado en el 
cromosoma 22 y la inducción de este gen es extremadamente sensible a numerosos estímulos pro-
oxidantes y antiinflamatorios incluyendo el grupo hemo, el Aβ, el peróxido de hidrógeno, hiperoxia, 
entre otros (Dennery 2000; Schipper y cols. 2000; Loboda y cols. 2008). En células bajo EO, la 
regulación positiva de HO-1 les confiere una protección acelerando la degradación del grupo hemo 
hacia los pigmentos biliares, biliverdina y bilirrubina (Baranano y cols. 2001). Sin embargo, en 
algunos casos, el ion ferroso y el monóxido de carbono generados en dicha degradación, pueden 
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exacerbar el EO intracelular provocando un daño celular por la generación de ROS en la mitocondria 
y en otros compartimentos celulares (Ryter y cols. 2000; Desmard y cols. 2007).
Por todo ello, nos pareció de gran interés seleccionar a HO-1 como punto de referencia para 
futuros trabajos de investigación en los mecanismos de muerte neuronal en relación con la EA.
5.4.2. Análisis de la sobreexpresión de HO-1 en la línea celular SK-APPSWE
Para validar la sobreexpresión de HO-1 nos propusimos caracterizar en mayor profundidad 
los cambios de la expresión del gen de HO-1, tras la estimulación de nuestras líneas celulares SK-
APPWT y SK-APPSWE con el sistema XXo a lo largo del tiempo, mediante cuantificación del mRNA 
de HO-1 con análisis de RT-PCR, y posteriormente por cuantificación de la proteína HO-1 por 
inmunomarcado después de electroforesis.
5.4.2.1. Análisis de los niveles de mRNA HO-1 mediante ensayos de RT-PCR
 Las células SK-APPWT y SK-APPSWE cultivadas en ausencia y presencia del sistema XXo 
durante 24, 36 y 48 horas, fueron procesadas tal y como se describe en el apartado 3.14.1 de 
Materiales y Métodos por análisis mediante RT-PCR específica para HO-1 (apartado 3.14.3 de 
Materiales y Métodos). La cuantificación relativa al cultivo de SK-APPWT 24 horas no tratada (figura 
R.34), mostró la sobreexpresión del mRNA HO-1 en los cultivos de SK-APPSWE tanto tratados 
como no tratados, así como a todos los tiempos del curso temporal analizado. Además, pudimos 
observar que en la línea celular SK-APPSWE, la expresión del mRNA de HO-1 fue aumentando 
progresivamente a lo largo del tiempo, bajo condiciones de EO, sobre todo a partir de 36 horas. 
Para la línea celular SK-APPWT no se observaron cambios significativos en la expresión de HO-1 ni 

























Figura R.34 RT-PCR cuantitativa específica para 
el mRNA de HO-1. Los cultivos celulares fueron 
tratados con 10 µM de xantina/50 mU/ml de xantina 
oxidasa (XXo) durante 24, 36 y 48 horas. Tras los 
tiempos de exposición se procedió a la extracción 
del RNA y se realizó la RT-PCR cuantitativa 
específica para HO-1, tal y como se detalla en el 
apartado 3.14. de Materiales y Métodos. En el eje de 
las ordenadas se especifica las veces que cambia 
la expresión respecto a la línea SK-APPWT control 
24 horas. Resultados similares se obtuvieron en un 
total de 6 experimentos independientes.
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 5.4.2.2. Detección y cuantificación de los niveles de la proteína HO-1
 Una vez comprobado la sobreexpresión de mRNA HO-1 en la línea SK-APPSWE, quisimos 
dar un paso más poniendo a punto la detección de la proteína HO-1 por inmunomarcado después 
de electroforesis. La especificidad del inmunomarcado para HO-1 se pone de manifiesto, utilizando 
un extracto de microsomas de hígado de ratón (Assay design®) como fuente de esta proteína. Así, 













































Figura R.35 Sobreexpresión de la proteína HO-1 en la línea celular SK-APPSWE. Las líneas celulares fueron 
tratados con 10 µM de xantina/50 mU/ml de xantina oxidasa (XXo) durante 18, 24, 36 y 48 horas y analizadas por 
inmunomarcado después de electroforesis específico para la proteína HO-1, según el apartado 3.7. de Materiales y 
Métodos. A) Se muestra un gel representativo en el que el panel superior corresponde a las bandas de α-tubulina; 
y el inferior corresponde a las de HO-1. B) Análisis de la densitometría de las bandas inmunorreactivas para HO-1. 
Los datos están normalizados por α-tubulina. La media ± error estándar resulta de 2 experimentos independientes, 
manteniéndose resultados similares en otros 3 experimentos adicionales. *: p<0.05 respecto al control de cada línea 
celular; $: p<0.05, $$: p<0.01 respecto a la línea SK-APPWT sin tratamiento;  #: p<0.05, ##: p<0.01 respecto a la línea 
celular SK-APPWT tratada con XXo.
 Las líneas celulares SK-APPWT y SK-APPSWE fueron expuestas al EO durante los tiempos 
de 18, 24, 36 y 48 horas. Como hasta ahora no se había comprobado los niveles de proteína HO-1 
en la línea celular parental, SK-N-MC, esta fue incluida en el estudio. Los datos que se muestran 
en la figura R.35, nos revelaron unos niveles de proteína HO-1 significativamente superiores para 
las células SK-APPSWE expuestas o no al EO. Si la línea celular SK-APPSWE se compara con su 
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control, se puede observar dos picos de aumento del nivel de HO-1, coincidiendo con los tiempos 
de 24 horas -discreto- y de 48 horas post-tratamiento. Este aumento muy patente al tiempo de 48 
horas coincide con el tiempo de incremento de muerte celular en estos cultivos (figura R.8) y con 
los altos niveles celulares de proteína holoAPP (figura R.23). Como se puede apreciar en la figura 
R.35, los niveles de HO-1 son similares para las líneas SK-N-MC y SK-APPWT, aunque en la última 
se vislumbra un ligero aumento.
 Los resultados presentados demostraron una sobreexpresión de proteína HO-1 en la línea 
celular que expresa APP con mutación “Swedish”. Además, datos muy preliminares sugieren que 
la actividad enzimática de la HO-1 se encuentra disminuida en la línea celular SK-APPSWE en 
comparación con la línea celular SK-APPWT (datos no mostrados).
5.5. ESTUDIO FUNCIONAL DE LA HO-1 EN LA LÍNEA SK-APPSWE
 Para continuar con el estudio del modelo celular propuesto en la presente tesis como 
aproximación para la investigación de la EA familiar, y a la luz de los resultados obtenidos del 
análisis de la expresión génica diferencial en nuestras líneas celulares SK-APPWT y SK-APPSWE, nos 
propusimos conocer los efectos que tenía la inhibición de la expresión de HO-1 sobre la viabilidad 
de la línea celular mutante que expresa proteína con la mutación “Swedish” APP, abriendo así una 
vía para futuros trabajos de investigación.
 Para este objetivo, nos apoyamos en la técnica novedosa de los RNA de interferencia. 
Esta técnica se utiliza sobre todo para el estudio de una larga lista de cuestiones moleculares en 
la biología celular (Dahm y cols. 2008). Para aplicar la técnica del RNA de interferencia en nuestro 
modelo celular, decidimos utilizar plásmidos de expresión de shRNAs (del inglés short hairping 
RNA) como precursores de los siRNAs (del inglés small interferring RNA) que van a silenciar la 
expresión de genes específicos (Kumar y cols. 2007). 
 5.5.1. Silenciamiento del gen HMOX-1 en la línea celular SK-APPSWE mediante la técnica 
de RNA de interferencia
 A pesar de la amplia variedad de modificaciones en los métodos ya desarrollados para la 
transfección de plásmidos en células de origen neuronal, tales como el fosfato cálcico o la lipofección, 
no existe gran satisfacción en cuanto a su eficacia de transfección (Goetze y cols. 2004; Goetze y 
cols. 2007). Por otro lado, en experimentos de silenciamiento de la expresión génica es necesario 




Figura R.36 Alta eficiencia 
de transfección por 
nucleofección de la 
línea SK-APPSWE con el 
plásmido de expresión 
del shRNA específico para 
HO-1. En el panel superior 
se muestran las imágenes 
del contraste de fase para 
los cultivos celulares 24 
horas post-transfección 
con el plásmido del shRNA 
específico para HO-1, con 
un plásmido shRNA de 
secuencia irrelevante, y con 
H2O (control). En el panel 
 En la transfección en células de origen neuronal con plásmidos de expresión de shRNA, 
mediante la técnica de la nucleofección y bajo condiciones óptimas de trabajo, podemos conseguir 
hasta el 90% en eficiencia (Zeitelhofer y cols. 2009). Por ello, seleccionamos la nucleofección 
como técnica de transfección. Dicha técnica es una forma especializada de electroporación que 
combina parámetros eléctricos específicos con los reactivos adecuados para cada tipo de célula, 
demostrando así su alta eficiencia de transfección combinada con una óptima viabilidad de las 
células. Previamente, pusimos a punto tres condiciones de extrema importancia para lograr la 
alta eficiencia: la concentración del plásmido utilizado, el método de purificación por el que se ha 
obtenido dicho plásmido y el programa adecuado del Nucleofector® (datos no mostrados). Una 
vez puesto a punto estos tres parámetros, procedimos a la nucleofección de la línea celular SK-
APPSWE con un shRNA para HO-1, y siguiendo siempre el protocolo optimizado (apartado 3.16.2. 





CONTROLshRNA HO-1 shRNA secuencia irrelevante
inferior se muestran las imágenes de fluorescencia obtenidas con el filtro de GFP. Las imágenes fueron tomadas 
utilizando Microscopio invertido Axiovert 135 (Zeiss) acoplado a cámara ccd monocroma para observación en placas 
de cultivo con el objetivo de 20X/0.4 LD Achroplan Corr Ph2. La misma eficiencia de transfección fue obtenida en un 
total de 5 experimentos independientes.
 Tras la nucleofección, se podía comprobar la eficiencia de la transfección analizando la 
señal de GFP, ya que los plásmidos utilizados coexpresan la estructura shRNA junto con esta 
proteína fluorescente. Al cuantificar células positivas para GFP respecto al total de células para cada 
campo de observación de contraste de fase (figura R.36) se obtuvo una eficiencia de transfección 
de aproximadamente un 80%, que fue similar para los dos plásmidos utilizados (shRNA-HO-1 y 
shRNA-control de secuencia irrelevante). En la misma figura se muestra el cultivo de SK-APPSWE 
sometido a la nucleofección con la misma mezcla de transfección pero sin DNA.
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 Como se puede observar, hay una ligera pérdida de viabilidad celular en los cultivos que 
han incorporado los plásmidos; sin embargo, esa pérdida no afectaba al mantenimiento de las 
células en cultivo para realizar los análisis correspondientes (hasta 48 horas). Así mismo, en las 
condiciones óptimas de transfección se seleccionó de los cuatro plásmidos shRNA-HO-1 (A, B, C 
y D) suministrados por la casa comercial Superarray, al plásmido “B” por presentar mejor eficiencia 
en la transfección (datos no mostrados).
 En teoría, el hecho de obtener un gran número de células transfectadas en el cultivo (80%), 
nos iba a permitir cuantificar de una manera reproducible la disminución de la expresión de la 
proteína HO-1.













































Figura R.37 Eficacia de la transfección del plásmido de expresión shRNA-HO-1 en la línea celular SK-APPSWE. 
Los cultivos de la línea celular SK-APPSWE fueron transfectados con el plásmido shRNA HO-1 (+) o con el plámido shRNA 
irrelevante (-) por nucleofección según el apartado 3.16.2. de Materiales y Métodos y posteriormente procesados para 
inmunomarcado después de electroforesis de la proteína HO-1 a 24 y 48 horas post-transfección. A) Se muestra un 
gel representativo en el que el panel inferior, las bandas corresponden a la proteína HO-1 y en el panel superior, las 
bandas corresponden a la α-tubulina. También se muestra los niveles de proteína HO-1 en un extracto de microsomas 
de hígado de ratón (Stressgen) utilizado como control positivo del análisis. B) Análisis densitométrico de los niveles de 
HO-1 normalizados por α-tubulina. La media ± error estándar corresponde a tres experimentos independientes.
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 Por este motivo, llevamos a cabo los análisis por inmunomarcado después de electroforesis 
específico para HO-1 de los cultivos de SK-APPSWE a 24 y 48 horas post-transfección por 
nucleofección con el shRNA de HO-1. Los resultados de la figura 37 mostraron que la transfección 
del shRNA para HO-1 producía una disminución del 50% en los niveles de proteína HO-1 ya a 
24 horas post-transfección llegando hasta una bajada en la expresión del 75% a las 48 horas 
post-transfección. Por lo tanto, y a tenor de los resultados obtenidos validamos tanto el shRNA 
específico HO-1 para inhibir su expresión, así como el método de transfección por nucleofección 
para nuestra línea celular SK-APPSWE.
 5.5.2. Efecto de la inhibición de la expresión de HO-1 sobre la viabilidad celular de la 
línea SK-APPSWE
 Con el fin de abrir la investigación del papel de la sobreexpresión de HO-1 en la línea SK-
APPSWE y en relación a la vulnerabilidad de esta línea a la muerte neuronal por EO, nos propusimos 
caracterizar la viabilidad de los cultivos de esta línea que tienen inhibida la expresión de HO-1, 



















Figura R.38 Efecto del silenciamiento de HO-1 en la 
viabilidad celular de la línea celular SK-APPSWE en 
condiciones basales. Análisis de viabilidad celular por el 
ensayo de reducción de MTT (apartado 3.8. de Materiales 
y Métodos) en las células SK-APPSWE en condiciones 
basales tras 24 horas post-transfección con los plásmidos 
shRNA-HO-1 y shRNA-control. Los datos se expresan en 
porcentaje respecto al cultivo transfectado con el shRNA. 
La media ± error estándar resulta de 4 experimentos 
independientes realizados por triplicado ***: p<0.001.
 Las células SK-APPSWE transfectadas con el plásmido shRNA específico de HO-1, fueron 
analizadas, 24 horas post-transfección, mediante un ensayo de reducción de MTT (apartado 3.8. 
de Materiales y Métodos). Los datos que se muestran en la figura R.38 nos revelaron una bajada 
significativa de 25% en la viabilidad de las células y que tienen silenciada la expresión de HO-1 al 
comprar con la de los cultivos transfectados con el plásmido shRNA-control.
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Figura R.39 Efecto del silenciamiento de HO-1 
en la viabilidad celular de las células SK-APPSWE 
expuestas al EO. Análisis de viabilidad celular por 
el ensayo de reducción de MTT (apartado 3.8. de 
Materiales y Métodos) en las células SK-APPSWE 
expuestas a 10 µM de xantina/50 mU/ml de xantina 
oxidasa (XXo) tras 24 horas post-transfección 
con los plásmidos shRNA-HO-1 y shRNA-control. 
Los datos se expresan en porcentaje respecto al 
cultivo transfectado con el shRNA. La media ± error 
estándar resulta de 4 experimentos independientes 




















 Además, analizamos la viabilidad de la línea SK-APPSWE con la HO-1 silenciada y expuesta 
al EO. Los resultados que se presentan en la figura R.39 mostraron una pérdida de viabilidad 
significativa por el tratamiento con XXo durante 24 horas en los cultivos transfectados con el shRNA 
de HO-1. Sin embargo, los cultivos transfectados con el shRNA control no eran afectados por el 
tratamiento, obteniéndose un resultado similar al ensayo de viabilidad en un curso temporal de 
tratamiento con XXo (figura R.8) en el que no se producía pérdida de viabilidad en las células SK-
APPSWE a las 24 horas de tratamiento. En este experimento la diferencia entre cultivos no tratados 
fue más discreta, sin embargo, este resultado no es contradictorio con el de la figura R.38, ya 
que en dicho experimento se trata de condiciones basales; mientras que en la figura R.39 son 
condiciones de tratamiento donde se realiza el cambio de medio (tanto a los cultivos tratados como 
a los no tratados) para igualar el metabolismo de todas las células del pocillo antes de recibir el 
EO.
 Por los datos obtenidos de viabilidad celular en relación con la sobreexpresión de HO-1 
en nuestro modelo celular de EAF con la línea SK-APPSWE, y por el incremento de expresión de 
HO-1 en cerebros de pacientes (Schipper y cols. 1995), sugerimos que la enzima HO-1 podría 








I. GENERACION Y CARACTERIZACIÓN DEL MODELO NEURONAL DE EXPRESION DE APP 
WILD TYPE Y MUTANTE
 Diferentes mutaciones tanto en el gen del APP como en los genes de las presenilinas 1 y 
2 (PSEN1 y PSEN2) han sido descritas como causantes de la forma familiar de la enfermedad de 
Alzhiemer (EA) (Goate y cols. 1991; Selkoe 1996; Tanzi y cols. 1996). Estas mutaciones pueden 
provocar una alteración en el procesamiento del APP incrementando la producción de péptido Aβ 
(Haass y cols. 1994) y la acumulación intracelular en las neuronas de fragmentos C-terminales 
potencialmente neurotóxicos (McPhie y cols. 1997). Además, han sido implicadas en un aumento 
de la vulnerabilidad de las neuronas a la muerte celular (Guo y cols. 1997; Zhao y cols. 1997; Eckert 
y cols. 2001a; Eckert y cols. 2001b).  
 Por otro lado, los trabajos en neuroblastomas humanos transfectados para la expresión 
estable de la proteína APP mutante son escasos, quizás debido a la dificultad ya descrita para 
obtener dichas líneas (Fukuchi y cols. 1992). Además, existe una necesidad de generar modelos 
in vivo o in vitro en los que se trabaje bajo niveles más fisiológicos de APP que se aproximen a la 
situación real de los cerebros humanos (Selkoe 2002). 
 De acuerdo con esto último, y con el fin de obtener un modelo in vitro en relación con 
la EA familiar, nos propusimos generar células a partir del neuroblastoma humano de origen 
colinérgico SK-N-MC que expresen establemente la proteína humana APP695 wild type (SK-APPWT) 
ó la proteína APP con la mutación “Swedish” (K670N/M671L, SK-APPSWE) (Mullan y cols. 1992). 
Así mismo, hemos generado una segunda línea mutante de APP que porta dos mutaciones: 
K670N/M671L+V717I (SK-APPSWE/LON); ambas mutaciones han sido asociadas a la enfermedad de 
Alzheimer familiar debido a que, por un lado, las mutaciones tipo “London” promueven la eficiencia 
del corte γ-secretasa (Suzuki y cols. 1994), y por otro las mutaciones tipo “Swedish” contribuyen 
a la eficiencia del corte β-secretasa (Citron y cols. 1992). De igual manera, diversos ratones 
transgénicos que sobreexpresan APP humano con ambas mutaciones, “Swedish” y “London”, han 
sido propuestos como modelos animales para el estudio de la EA (Hsia y cols. 1999; Janus y 
cols. 2000; Shin y cols. 2007; Oikawa y cols. 2009; Hashimoto y cols. 2010). Como línea control, 
además transfectamos la línea SK-N-MC con el vector vacio (pCDNA3), SK-pC; dicha línea nos 
sirvió de referencia tanto en la caracterización de las líneas estables de APP como en los estudios 
posteriores de muerte celular.
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 Cuando transfectamos la línea SK-N-MC con el c-DNA del APP695 wild type, APP695 Swedish 
ó APP695 Swedish-London obtuvimos un total de unas 20 colonias resistentes a la selección con el 
antibiótico, para cada una de las líneas. Posteriormente, se expandió y estableció como línea celular 
aquellas colonias que mantuvieron la expresión de APP. Finalmente se estableció una línea celular 
por cada plásmido de expresión con unos niveles de APP similares entre sí. Toda la caracterización 
de la expresión de APP se ha llevado a cabo tanto a nivel de proteína (inmunomarcado después 
de elctroforesis) como de mRNA (RT-PCR específica). Los análisis de la expresión de la proteína 
APP, revelaron unos niveles de aproximadamente 1.5-2 veces referido a la línea control SK-pC, 
comprobando de esta manera que el establecimiento de las líneas no había supuesto una pérdida 
de expresión de dicha proteína. Posteriores análisis del mRNA de APP vinieron a corroborar los 
datos obtenidos en la expresión de la proteína APP y que la expresión del vector pCDNA3 vacio, 
no afectaba a la expresión del APP endógeno ya que la línea SK-pC y la línea parental SK-N-MC 
presentaban un nivel de expresión similar. Por tanto, hemos generado unos modelos celulares de 
expresión de la proteína APP humana wild type y mutante (APPSWE ó APPSWE/LON) que probablemente 
se aproximen más a la realidad in vivo en cerebros de pacientes EA.
 Aunque la mutación “Swedish” ha sido señalada como una de las que aumentan los niveles, 
entre 3 y 6 veces de los péptidos Aβ40 y Aβ42 (Haass y cols. 1994; Suzuki y cols. 1994), la mayoría 
de los estudios son ratones transgénicos APPSWE en los que se observan un incremento en los 
niveles de Aβ40 y Aβ42 solubles (Chishti y cols. 2001; Gau y cols. 2002). Otros datos indican 
que el efecto de las mutaciones en el APP no es tanto en ganancia neta del Aβ total, sino que es 
en la razón Aβ40/Aβ42 (Kumar-Singh y cols. 2006). Se ha descrito en un modelo in vitro , que la 
sobreexpresión de APP “Swedish” en células (COS-1) da lugar a un Aβ intracelular que se produce 
por una vía de procesamiento del APP, distinta a la vía que se produce el Aβ secretado (Martin y 
cols. 1995), relacionando la patología con el metabolismo de la proteína APP. Este último aspecto, 
el metabolismo del APP en relación con su procesamiento, ha sido uno de los objetivos de la 
investigación a esta tesis, después de definir y caracterizar un modelo celular de aproximación a 
la patogénesis de la EA familiar: la expresión de APP mutante en presencia de EO.  En nuestras 
líneas SK-APPSWE y SK-APPSWE/LON, hemos detectado niveles muy bajos del péptido Aβ40 en los 
sobrenadantes de los cultivos celulares, pudiendo deberse a la sobreexpresión de la proteína APP 
mutante casi como la endógena, siendo este hecho, quizá más cercano a una situación in vivo.
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II. CONSECUENCIAS DEL EO SOBRE LA MUERTE CELULAR EN LAS LÍNEAS SK-APPWT Y 
SK-APPSWE  
 El cerebro es el órgano del cuerpo humano que tiene la más alta tasa metabólica, 
estando expuesto a un aumento gradual de EO a lo largo de la vida. En concreto, cuenta con 
-aproximadamente- el 20% del oxigeno total basal del cuerpo para su consumo y por lo tanto 
genera altos niveles de especies resctivas de oxígeno (ROS) (Shulman y cols. 2004). 
 Diversas líneas de investigación han demostrado que el EO no sólo es un evento temprano 
en la EA sino que juega un papel importante en la iniciación de esta enfermedad a través de la 
activación de diferentes vías de señalización celular (Su y cols. 2008). Esta participación temprana 
del EO se ha podido comprobar en modelos celulares, en modelos de ratones transgénicos, asi como 
en fluidos biológicos y cerebros “post-mortem” de pacientes EA en diversos estados de progresión 
de la enfermedad, en pacientes jóvenes con síndrome de Down, pacientes con deterioro cognitivo 
leve y en pacientes con otra enfermedad neurodegenerativa como el Parkinson (Nunomura y cols. 
2007). Además, sorprendentemente el daño oxidativo no sólo se hace más patente en los casos de 
EA con menor depósito en péptido Aβ sino que además dicho daño precede a dicho depósito de Aβ 
en una serie de cerebros de pacientes con Sindrome de Down (Nunomura y cols. 2000).  
 Estudios previos han demostrado que existe un incremento en el EO localizado en el córtex 
temporal inferior de pacientes EA que portan la mutación “Swedish” (Bogdanovic y cols. 2001). 
También se ha descrito un incremento de marcadores de EO en cultivos primarios de neuronas 
corticales de ratones transgénicos APP “Swedish”/PSEN1 “P246L” (Sompol y cols. 2008). Además, 
en cultivos de líneas celulares (PC12 y neuronas corticales de ratones transgénicos doble mutantes 
APP/PSEN1) que expresan dicha mutación para el APP tienen un nivel basal elevado de EO y son 
más vulnerables a este estrés en comparación con los cultivos “wild type” (Eckert y cols. 2001a; 
Mohmmad Abdul y cols. 2006).
 A pesar de todos estos hallazgos, los mecanismos responsables que subyacen a la masiva 
neurodegeneración en la edad temprana de pacientes EA familiar, no están del todo claros. Por 
este motivo y por todo lo anterior hemos caracterizado los efectos que el EO provoca en nuestras 
líneas mutantes de APP derivadas del neuroblastoma humano SK-N-MC, SK-APPSWE y SK-APPSWE/
LON.
 Algo novedoso en esta investigación ha sido la utilización de un sistema que genera 
radicales libres como inductor de EO: el sistema Xantina/Xantina oxidasa oxidasa. Hasta ahora, 
el tratamiento de EO más extendido en los distintos estudios es el peróxido de hidrogeno (H2O2) 
como fuente de ROS. Pero es un tratamiento muy agresivo debido a las concentraciones a las 
que es utilizada, por lo que no permite que los estudios funcionales que se dilaten más allá de 
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las 6 u 8 horas, debido a la rápida descomposición del H2O2 (Eckert y cols. 2003). El motivo de la 
utilización del sistema XXo es precisamente este: la generación de un EO suave y mantenido en el 
tiempo, permitiéndonos el estudio a tiempos prolongados de exposición al EO. La optimización de 
concentraciones y tiempos de tratamiento (hasta 48 horas) ya habían sido previamente realizadas 
en la línea parental SK-N-MC, definiendo un modelo celular de muerte apotótica por un sistema que 
genera radicales libres (Vicente Cenzano 2007; Recuero y cols. 2009). 
 Los estudios temporales de viabilidad celular en las líneas SK-APPSWE y SK-APPSWE/LON 
revelaron que el sistema XXo producía una pérdida de la viabilidad. Ahora bien, mientras que en 
la línea control y en la línea SK-APPWT, la muerte neuronal no se hacía patente hasta tiempos 
tardíos del tratamiento, en las líneas mutantes la muerte celular era mayor y además adelantada 
en el tiempo ya que a tiempos de 36 horas se podía observar la bajada de la viabilidad. Nuestros 
resultados están de acuerdo con los obtenidos en cultivos celulares del feocromocitoma de rata, 
PC12, que expresan APPSWE, tratados con peróxido de hidrógeno (Zhao y cols. 1997; Eckert y cols. 
2003; Marques y cols. 2003), y en cultivos celulares de neuroblastoma SH-SY5Y, que expresan 
APPSWE, tratados con el metal de transición, Cobre (Zhang y cols. 2006). 
 Estos hechos estarían de acuerdo con la realidad conocida de que mutaciones en el APP y 
en la PSEN1 causan una forma más agresiva de EA y provocan que la patología se desarrolle con 
mayor rapidez (forma temprana, <65 años). Nuestros datos sugieren que las neuronas que portan 
mutaciones en el APP son mucho más vulnerables al EO en comparación con las células APPWT. En 
relación a esto último, se ha reportado que en células HEK-293 expresando APPWT o APP mutante 
(V717G, (Chartier-Harlin y cols. 1991)), el APPWT pero no el mutante, está involucrado en respuestas 
protectoras contra agentes oxidantes (Cenini y cols. 2009). HEK-APP mutante presentaba altos 
niveles de marcadores oxidativos en comparación con HEK-APPWT; y por otro lado la actividad de 
SOD (enzima antioxidante) era más eficiente en HEK-APPWT que en HEK-APP mutante.
 Dado que el EO se desarrolla cuando el balance, perfectamente regulado, entre agentes 
pro-oxidantes y agentes antioxidantes va a favor de los primeros (Harman 2006), quizá nuestros 
cultivos de SK-APPSWE ó SK-APPSWE/LON pierden resistencia al EO, probablemente debido a que las 
defensas antioxidantes estén comprometidas, llegando a tener un EO alto. De hecho, en nuestras 
líneas celulares, en presencia del sistema XXo, se producen los ROS esperados, si bien es sólo 
en la línea SK-APPSWE donde se hace más patente el incremento de producción de estas especies 
reactivas. En condiciones basales no encontramos diferencias significativas, quizá porque la 
detección de los ROS sólo se hizo a un solo tiempo, 3 horas. El interés por el balance entre agentes 
pro-oxidantes y antioxidantes en nuestros modelos celulares de APP mutante, forma parte de un 
trabajo de investigación en nuestro laboratorio.
 Actualmente, existen diferentes estudios que indican que la apoptosis puede ocurrir y/o 
contribuir a la progresión de la EA (Mattson y cols. 2006). El EO podría activar la vía apoptótica 
por diferentes mecanismos que confluirían en un incremento de la permeabilidad del la membrana 
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mitocondrial y, como consecuencia, una liberación del citocromo-C (Bruckner y cols. 2003; Mattson 
y cols. 2003; Cutler y cols. 2004; Vicente Cenzano 2007) que activaría el programa de muerte 
apoptótica dependiente de caspasas. Además, se ha podido comprobar que en cultivos de neuronas 
primarias de ratones transgénicos APP/PSEN1, el incremento en los niveles de daño oxidativo va 
acompañado de una alteración del potencial de membrana mitocondrial, produciendo la disfunción 
mitocondrial en condiciones de EO (Sompol y cols. 2008). Además, cultivos celulares de PC12 
que expresan la mutación “Swedish” y cultivos primarios de neuronas APP/PSEN1 mutantes, se 
muestran más vulnerables a la inducción de la muerte neuronal por apoptosis después de su 
exposición al EO (Marques y cols. 2003; Mohmmad Abdul y cols. 2006). 
 Así pues, con todos estos precedentes, quisimos cuantificar los niveles de dos marcadores 
pro-apoptóticos como son la poli-(ADP-ribosa) polimerasa 1 -PARP-1- y la caspasa-3, en las líneas 
SK-APPSWE y SK-APPSWE/LON expuestas al EO. La primera es sustrato de la segunda y su proteolisis 
genera un fragmento de 85 kDa, denominado p85 que, además, nos sirve como medida indirecta 
de la activación de la caspasa-3. Los estudios en curso temporal de los cultivos expuestos a XXo, 
revelaron que la líneas que expresan APP mutantes -“Swedish” o “Swedish/London”- presentaban 
unos niveles del fragmento p85 significativamente superiores en comparación con los de la línea 
“wild type”; este aumento fue confirmado por el incremento del nivel del fragmento de caspasa-3 
activa en la línea mutante “Swedish” en condiciones de EO. Finalmente, la cuantificación de la 
apoptosis por citometría de flujo, confirmó el incremento en el porcentaje de células apoptóticas 
en los cultivos de las líneas mutantes para el APP, bajo condiciones de EO. Nuestros resultados 
vienen a estar de acuerdo con lo descrito anteriormente sobre el incremento de la activación de la 
muerte celular dependiente de caspasas en presencia de APP mutante y en condiciones de EO.
 Por tanto, en este punto de la tesis ya pudimos definir a las células del neuroblastoma 
humano que expresan APP mutante y expuestas al EO durante un rango de tiempo amplio (hasta 




III. CONSECUENCIAS DEL EO SOBRE EL METABOLISMO Y PROCESAMIENTO DEL APP
 
 La causa de la pérdida neuronal en la EA parece estar asociada con el incremento de EO 
(Moreira y cols. 2005) promovida por la peroxidación lipídica, así como la oxidación en las proteínas 
y el DNA (Butterfield y cols. 2007), pudiendo ser atenuada mediante antioxidantes (Montiel y cols. 
2006). En realidad, la producción de radicales libres ha sido implicada en la progresión de diversas 
enfermedades neurodegenerativas (Guglielmotto y cols. 2009) y en el proceso de envejecimiento 
(Yankner y cols. 2008).
 Durante el desarrollo de esta tesis existían muy pocos trabajos previos donde se pusiera 
de manifiesto las consecuencias del EO en el metabolismo/procesamiento del APP, si bien, el 
tratamiento exógeno con el péptido Aβ a tiempos cortos (24 horas) como otro inductor de EO, ha 
sido implicado en estos procesos (Davis-Salinas y cols. 1995; Le y cols. 1995; Yang y cols. 1995; 
Schmitt y cols. 1997; Moreno-Flores y cols. 1998; Carlson y cols. 2000; Varadarajan y cols. 2000; 
Butterfield 2002; Henriques y cols. 2009). Por otro lado, una posibilidad es que mutaciones en los 
genes de la EA familiar (APP y/o PSEN1 y 2), podrían contribuir a la enfermedad alterando dichos 
procesos (Sherrington y cols. 1995; Levy-Lahad y cols. 1995a), y más concretamente, Martin y 
colaboradores (Martin y cols. 1995) sugirieron que la propia mutación “Swedish” APP podría alterar 
el metabolismo de la proteína.
 Por todo ello, nos pareció de gran interés investigar el metabolismo/procesamiento del APP 
en nuestro modelo celular de EA familiar. Dado que en dicho modelo tenemos en cuenta no sólo la 
expresión de APP mutante sino también el EO -asociado a la edad-, y puesto que desconocíamos el 
efecto concreto del sistema XXo en el metabolismo/procesamiento del APP, nos centramos primero 
en dicho estudio utilizando la línea parental, SK-N-MC.
 Hemos observado que las células del neuroblastoma humano SK-N-MC expuestas al 
sistema XXo al tiempo de 24 horas de tratamiento, cuando no se observa ningún efecto significativo 
del EO sobre los niveles de proteína holoAPP, se produce una acumulación intracelular temprana 
del fragmento N-terminal del APP, mayoritariamente del sAPP-α, y que debe ser secretado por la vía 
normal de tráfico/secreción del APP (Gabuzda y cols. 1994). A este mismo tiempo, sAPP-α estaba 
significativamente incrementado en el medio de cultivo. Después de 24 horas de tratamiento con el 
sistema XXo, sin embargo, la viabilidad de las células SK-N-MC no estaba afectada. Estos datos 
sugerían que en estadios tempranos de muerte celular por XXo se favorece la vía de procesamiento 
α-secretasa (no-amiloidogénica) y la secreción del fragmento sAPP-α, aunque esta última parece 
estar ya comprometida en parte y se acumula intracelularmente. Estos resultados corroboran los 
obtenidos por Carlson y cols. (Carlson y cols. 2000) y por Henriques y cols. (Henriques y cols. 2009). 
Concretamente, en el segundo, han demostrado que en el tratamiento exógenamente con el péptido 
Aβ a tiempos de muerte reducida o mínima (24 horas), se produce una retención intracelular del 
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sAPP (sAPP-α) tanto en líneas no neuronales (COS-7) y como en neuronales (PC12, SH-SY-5Y) 
y también en cultivos primarios de hipocampo; mientras que la acumulación de sAPP (sAPP-α) se 
observaba en todos los tipos celulares, el incremento en la secreción de este fragmento se daba en 
las líneas celulares SH-SY-5Y y COS-7, pero no en cultivos primarios ni en PC12 en los que, incluso, 
disminuía su secreción. Estos datos demuestran la diferente sensibilidad según el tipo celular en la 
respuesta ante un estrés en el metabolismo/procesamiento del APP. Sin embargo, hay que destacar 
que en todos los tipos celulares la retirada del Aβ del medio de cultivo, revertía la acumulación 
intracelular de sAPP. Desde un punto de vista de mecanismo celular, se trata de una respuesta 
fisiológica a nivel de procesamiento/metabolismo de esta proteína, ante los efectos adversos que 
induce el péptido Aβ o en nuestro caso, el sistema XXo. Esto nos lleva a pensar en una posible 
respuesta de supervivencia/rescate de las células al EO (24 horas de exposición a XXo), liberando 
dicho fragmento. En este sentido se ha descrito que el fragmento sAPP-α tiene efectos tróficos en 
cultivos neuronales, estimula el crecimiento de las neuritas y regula la sinaptogénesis (Fahrenholz 
y cols. 2006). 
 Sin embargo, al tiempo de muerte celular apoptótica (48 horas) por el sistema  XXo, se 
producía un mayor incremento intracelular del sAPP-α, mientras que su secreción al medio de 
cultivo no fue tan significativa. Hay que destacar que al tiempo de 48 horas, se observaba un ligero 
incremento en los niveles de la proteína holoAPP (inmaduro). El propio incremento de expresión a 
su vez podía alterar el metabolismo de la proteína. Además, previamente en el laboratorio (Vicente 
Cenzano 2007) hemos visto que el mRNA del APP se incrementa a partir de las 36-48 horas de 
tratamiento con XXo. Varios estudios han visto que también el Aβ induce la expresión del APP (Le y 
cols. 1995).
 Por todo lo anteriormente expuesto podríamos concluir que ante una exposición temprana 
al EO (24 horas), las células comenzarían un proceso de activación de la ruta no amiloidogénica 
que supondría una liberación del fragmento sAPP-α como vía de rescate celular. Pero ante una 
exposición prolongada en el tiempo al EO (48 horas) provocaría que este sistema de rescate celular 
fallara, desfavoreciéndose la vía α-secretasa y consecuentemente, la célula entraría en un proceso 
de muerte celular por apoptosis. Para continuar en esta hipótesis, seguimos caracterizando el 
metabolismo/procesamiento del APP al tiempo de muerte mínima (24 horas)
 La proteína APP es procesada por las α, β y γ-secretasas, generando el péptido Aβ y diferentes 
fragmentos C-terminales, α, β y γ-CTFs. Aunque la función precisa de estos CTFs no se conoce, 
diversos estudios los han implicado en la alteración de corriente de membrana y homeostasis del 
calcio (Fraser y cols. 1997; Kim y cols. 2000), en la estimulación las vías de las proteín quinasas 
activadas por mitógenos, activando la transcripción del factor NF-κB y elevando la óxido nítrico 
sintasa inducible (iNOS) (Chang y cols. 2005). Además, pueden acumularse en el nucleo, uniéndose 
con Fe65 (Cao y cols. 2001) y CP2, alterando la transcripción (Chang y cols. 2005). La translocación 
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de los CTFs amiloidogénicos al núcleo ha sido implicado en la muerte neuronal in vivo (DeGiorgio y 
cols. 2002; Xu y cols. 2006; Karuppagounder y cols. 2008). 
 En las células SK-N-MC, el EO generado por el sistema XXo conduce a un incremento en 
los niveles del fragmento α-CTF generado en el procesamiento no amiloidogénico del APP, antes 
de la muerte neuronal producida por dicho estrés. Curiosamente, los niveles del fragmento β-CTF 
no se ven alterados a 24 horas; estos datos junto con el incremento en los niveles de sAPP-α 
secretados al medio de cultivo, corroboran nuestra hipótesis de que el procesamiento del APP 
está desplazado hacia la vía no amiloidogénica al tiempo previo de muerte neuronal de 24 horas. 
Resultados similares han sido descritos recientemente en células hipocampales de ratón en las que 
la respuesta de resistencia al EO se traduce en una alteración en la fluidez de su membrana por una 
redistribución del colesterol, esfingomielina y proteínas asociadas a la membrana que provocará 
cambios drásticos en el metabolismo del APP, particularmente hacia la acumulación de fragmento 
α-CTF y un aumento en la producción del sAPP-α (Clement y cols. 2009; Clement y cols. 2010). 
En este sentido, previamente en el laboratorio se ha demostrado que el sistema XXo induce la 
sobreexpresión de genes relacionados al metabolismo del colesterol (Recuero y cols. 2009).
El escenario cambia totalmente al tiempo de 48 horas tras la exposición al EO, pues se 
reducían los niveles del α-CTF, aumentaban los de β-CTF y aumentaba el APP intracelular, lo que 
significaría un cambio en el procesamiento/metabolismo del APP hacia la ruta amiloidogénica. 
Cabe destacar que la acumulación intraneuronal de APP observada en cerebros de pacientes EA 
y en diversos modelos de ratones transgénicos con un patología similar a la de la EA, pueden ser 
acontecimientos tempranos que estimulan la disfunción neuronal y la muerte (LaFerla y cols. 1997; 
Gouras y cols. 2000; Chin y cols. 2007). 
Como se ha comentado con anterioridad, el fragmento β-CTF se genera por el corte proteolítico 
de la β-secretasa o BACE (del inglés β-site APP cleaving enzyme 1) en el ectodominio de la proteína 
APP (Vassar y cols. 1999). Como tal, quisimos ahondar sobre la producción del fragmento β-CTF 
analizando la actividad del enzima responsable de su producción. Al tiempo previo a la muerte 
neuronal, 24 horas, la exposición de las células al sistema XXo provocaba una disminución, no 
abolición, significativa de la actividad de este enzima, reforzando nuestra idea sobre el desplazamiento 
hacia la vía no amiloidogénica como respuesta de rescate celular frente al EO y estando de acuerdo 
con que el balance entre las vías α- y β- secretasa tienen una relevancia fisiológica (Citron y cols. 
1992; Felsenstein y cols. 1994). Ahora bien, al tiempo de muerte neuronal por el sistema XXo -48 
horas- pudimos observar una recuperación en la actividad β-secretasa, que concordaba con la 
acumulación del fragmento β-CTF. Recientes estudios in vivo e in vitro han comprobado, de igual 
manera, que inhibidores de la cadena respiratoria mitocondrial y algunos oxidantes, incrementan 
los niveles de actividad BACE y los niveles del fragmento β-CTF (Tamagno y cols. 2002; Kao y cols. 
2004; Tamagno y cols. 2005; Xiong y cols. 2007) y que existe una correlación significativa entre la 
actividad de la β-secretasa y los marcadores de oxidación observados en tejidos de cerebros de 
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pacientes EA (Borghi y cols. 2007). Además, en otros modelos de EO por deficiencia en tiamina, 
han podido comprobar que este hecho altera el procesamiento en el APP dirigiéndolo hacia la vía 
amiloidogénica, elevando la β-secretasa, incrementando los niveles de β-CTF y exacerbando la 
formación de placas de amiloide (Karuppagounder y cols. 2009). Es más, este último grupo de 
investigación han comprobado que la alteración temprana en el metabolismo del APP conduce a 
una translocación de los fragmentos amiloidogénicos CTFs al núcleo, para iniciar la muerte neuronal 
(Karuppagounder y cols. 2008), coincidiendo con nuestra hipótesis de que ante un EO sostenido en 
el tiempo, la célula abandonaría los mecanismos de supervivencia, invirtiendo el balance entre la 
α- y la β-secretasa hacia la producción-acumulación del fragmento β-CTF, comenzando el proceso 
de la muerte neuronal. En este sentido se ha demostrado que el fragmento β-CTF expresado en 
células o añadido exógenamente produce incluso más neurotoxicidad que el propio  péptido Aβ, 
sugiriendo además, mecanismos tóxicos diferentes entre ellos puesto que la toxicidad del β-CTF 
era atenuada por colesterol y no por antioxidantes (Kim y cols. 1996).
Siguiendo en la línea de investigación de la actividad β-secretasa y en relación con el 
procesamiento amiloidogénico al tiempo de muerte neuronal -48 horas- con el sistema XXo, pudimos 
observar que previo a dicha muerte, existía una disminución significativa en los niveles secretados 
para ambas especies de péptidos Aβ (40 y 42), debido probablemente a la disminución de la actividad 
β-secretasa a favor de la actividad α-secretasa, descrita con anterioridad. Recientemente se ha 
descrito la activación de α-secretasa y la disminución de Aβ40 secretado por un compuesto lipídico 
(1,3-capriloil-2-araquinoil glicerol) (Tanabe y cols. 2009). Al tiempo de muerte neuronal por XXo, 
observamos que se producía una recuperación en la secreción de dichos péptidos, coincidiendo de 
nuevo con la recuperación de la actividad β-secretasa. 
El procesamiento proteolítico del APP y su tráfico están íntimamente relacionados en tanto 
en cuanto dicho procesamiento puede suceder en diversos orgánulos subcelulares durante su 
transporte intracelular (da Cruz e Silva y cols. 2003; Small y cols. 2006). La vía α-secretasa está 
asociada principalmente con el trans-Golgi (TGN), las vesículas del post-TGN y con la membrana 
plasmática (MP) (Sambamurti y cols. 1992; Kuentzel y cols. 1993; Parvathy y cols. 1999; Jolly-
Tornetta y cols. 2000; Khvotchev y cols. 2004); y la vía β-secretasa ocurre principalmente en el Golgi 
proximal o retículo endoplásmico (RE) (Gabuzda y cols. 1994; Xu y cols. 1997; Xia y cols. 1998; 
Greenfield y cols. 1999) y los endosomas (Perez y cols. 1999; Vassar y cols. 1999; Huse y cols. 
2000; Rebelo y cols. 2007). En esta tesis también realizamos experimentos de inmunocitoquimica de 
células tratadas con el sistema XXo, en este caso la línea SK-APP695 o C2, ya que se había utilizado 
también para la cuantificación del péptido Aβ. Previamente, habíamos demostrado que a 24 horas 
de exposición a XXo, se producía la misma respuesta en el metabolismo/procesamiento del APP 
que en la línea SK-N-MC. Las imágenes por microscopía confocal de la inmunocitoquimica nos 
revelaron dos cosas: primero, que al tiempo previo a la muerte neuronal -24 horas de tratamiento de 
XXo- se acumulan fragmentos APP amino- (sAPP-α) y carboxi-terminales (α-CTF más que β-CTF); 
y segundo, que estas acumulaciones lo hacían en estructuras vesiculares concentradas por el 
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citoplasma y cerca de la membrana plasmática que coincidirían con las estructuras subcelulares 
arriba descritas e implicadas en el procesamiento y por tanto en la producción de sAPP-α y CTFs. 
Lo expuesto hasta ahora viene a confirmar una clara implicación del EO en el metabolismo/
procesamiento del APP. Por un lado porque ante una exposición relativamente corta al EO va a 
provocar la puesta en marcha, por parte de las células, de un mecanismo de supervivencia que 
implicaría la secreción de fragmentos cuyas propiedades neurotróficas y neuroprotectoras han 
quedado patentes con anterioridad, utilizando las vías normales de procesamiento y tráfico del 
APP; y por otro lado, y ante una exposición al EO prolongada en el tiempo, la células comenzarían a 
colapsarse, haciéndose clara la acumulación de fragmentos, probablemente neurotóxicos, dándonos 
idea de que los mecanismos normales de metabolismo/procesamiento no están funcionando 
correctamente, pudiendo ser derivados hacia otras rutas alternativas. Estos fragmentos podrían 
translocarse al núcleo actuando como factores de transcripción, pudiendo iniciar el proceso de 
muerte neuronal (Karuppagounder y cols. 2008).
Así, lo que parece razonable deducir en cuánto a mecanismos  es que el sistema XXo no 
inhibe la producción de sAPP-α al contrario, en las primeras etapas de la muerte neuronal inducida 
por EO se favorece el procesamiento α-secretasa pero a la vez se compromete la principal vía 
secretora (vesicular) de APP/sAPP. El sAPP originado en el Golgi/retículo endoplásmico (RE) podría 
estar siendo redireccionado hacia una vía se secreción alternativa y por lo general menos utilizada 
como es la vía del RE/MP. Esto explicaría por qué, ante la exposición prolongada al sistema XXo (48 
horas), podemos seguir observando la secreción de una cantidad de  sAPP-α (figura R.17) y sAPP 
(sAPP-α + sAPP-β). 
Alteraciones en el tráfico intracelular se han relacionado con un aumento celular de APP 
en respuesta a otro inductor de EO, el péptido Aβ (Carlson y cols. 2000). Por el contrario, otros 
autores han demostrado que la acumulación de fragmentos proteolíticos del APP no era debido a un 
aumento de la transcripción de APP (Henriques y cols. 2009). Otros mecanismos propuestos incluye 
a la interferencia con el transporte mediado por citoesqueleto y proteínas asociadas (Salinero y 
cols. 1997; Carlson y cols. 2000; Mendoza-Naranjo y cols. 2007). Nuestros resultados podrían ser 
compatibles con alteraciones en la motilidad de vesículas a lo largo del citoesqueleto o con una 
inhibición del acoplamiento/fusión de vesícula en la MP, llevando así a la acumulación de sAPP-α 
intracelular dentro de las estructuras vesiculares antes de llegar a la membrana celular.  
Además, inhibidores del metabolismo energético oxidativo y del transporte de proteínas de la 
vía secretora conducen a una disminución en la secreción de APP y a un incremento en la generación 
de fragmentos amiloidogénicos, β-CTF (Gabuzda y cols. 1994). Nuestros datos son compatibles 
con un modelo en que la retención intracelular de sAPP-α puede ser una pronta respuesta celular 
a la exposición al EO.  Esto es de particular relevancia a la patología de EA, al considerar que la 
secreción de este fragmento, de funciones  neuroprotectoras,  es afectada en esta enfermedad. 
De hecho, ha sido descrito que los niveles del fragmento sAPP relacionados con la memoria y el 
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potencial de regeneración disminuyen en cerebro de EA y en el líquido cerebroespinal (Colciaghi y 
cols. 2002; Olsson y cols. 2003).
Por otro lado, a parte del tráfico de proteínas, las vías de degradación de proteínas (lisosomal 
o proteosoma) podrían estar también comprometidas después  de la exposición al EO. De hecho, 
experimentos en nuestro laboratorio han demostrado la acumulación de autofagosomas en SK-
N-MC por el sistema XXo (Santana Martínez 2010). Dado que los fragmentos CTFs pueden ser 
metabolizados en lisosomas (Caporaso y cols. 1992; Golde y cols. 1992), su acumulación podía 
ser el reflejo de una reducción de la actividad endosomal /lisosomal. Hay que recordar que la vía 
endosomal/lisosomal está también asociada como otra vía de procesamiento amiloidogénico (corte 
β-secretasa) y además, es la vía de degradación de BACE (Koh y cols. 2005) la cual podría estar 
inhibida; estos hechos contribuirían al aumento del fragmento carboxi- amiloidogénico, β-CTF.
El fragmento β-CTF,		no es sólo un simple precursor del  Aβ neurotóxico ya que de por sí es 
muy neurotóxico incluso más que el propio péptido y probablemente por mecanismos diferentes, tal 
y como hemos expuesto más arriba,  pudiéndo producir daño en las membranas celulares (Kim y 
cols. 1996). La muerte celular por β-CTF		podría ser distinta a la de Aβ;		de hecho, la acumulación de 
β-CTF		−que ha sido definida como patología pre-placa asociada al amiloide- no sólo se produciría con 
el EO puesto que en un modelo de ratón triple transgénico asocian dicha patología con inflamación 
(McAlpine y cols. 2009).
Nuestros resultados muestran un modelo celular dinámico de respuesta al EO, donde el 
procesamiento proteolítico del APP y quizá el catabolismo y el tráfico de sus fragmentos derivados, 
están siendo modulados por el sistema XXo. Además, nuestros datos indican que en estadios 
tempranos de muerte celular inducida por EO, el procesamiento α-secretasa puede ser más 
dominante. Más estudios sobre los nuevos mecanismos por los cuales la actividad 	α-secretasa está 
regulada por el EO podría conducir a un nuevo enfoque terapéutico en el tratamiento de la EA.
IV. ALTERACIONES EN EL METABOLISMO/PROCESAMIENTO DEL APP EN EL MODELO 
CELULAR DE EA FAMILIAR
       Hasta ahora, todo lo descrito anteriormente implicaba de forma directa al EO. A partir de 
ahora vamos a introducir un nuevo parámetro como es la mutación “Swedish” en la proteína APP 
en combinación con el EO para aproximarnos a nivel del metabolismo/procesamiento del APP, a la 
temprana patología de la EA familiar. 
Al igual que hicimos con la línea celular SK-N-MC, nuestras líneas celulares SK-APPWT y SK-
APPSWE fueron expuestas al EO generado por el sistema XXo. En un situación previa o de mínima 
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muerte celular (24 horas post-tratamiento) encontramos un incremento del sAPP-α intracelular en 
la línea celular mutante en comparación con la línea “wild type”, y sin aumento significativo del 
holoAPP. Sin embargo, al tiempo de muerte celular, mientras que sí encontrábamos el mismo patrón 
de acumulación de sAPP-α intracelular en la línea celular “wild type”, en la línea celular mutante 
había un incremento casi significativo del holoAPP (inmaduro), que nos permitió realizar una primera 
valoración sobre el metabolismo/procesamiento del APP, donde se podría concluir que, en presencia 
de la mutación en la proteína APP, éste se alteraba en su respuesta al EO, haciéndose más patente 
al tiempo de muerte celular. Al estar en consonancia con lo obtenido anteriormente en la línea 
celular parental, la teoría de que en la respuesta al EO podría producirse y acumularse el fragmento 
neuroprotector sAPP-α al medio extracelular, estaría vigente; con la salvedad en este caso de que 
la existencia de una mutación en el APP, hace que el bloqueo en la secreción del sAPP-α sea más 
acusado en las líneas portadoras de dicha mutación. Estudios previos han observado que en la 
línea del neuroblastoma SH-SY-5Y con la mutación “Swedish” en el APP se incrementaban los 
niveles celulares del holoAPP por el efecto del tratamiento con cobre (agente pro-oxidante inductor 
de EO) (Zhang y cols. 2006). 
Para comprobar esta última afirmación, quisimos determinar los niveles de sAPP secretado 
al medio por parte de nuestras dos líneas celulares bajo el efecto del EO. El resultado obtenido a 
tiempos previos de muerte celular arrojan dos informaciones importantes: una, que efectivamente, 
existe una secreción del fragmento sAPP-α al medio por parte de las dos líneas celulares expuestas 
al EO como respuesta de supervivencia y puesta en marcha de dicho mecanismo frente al EO 
recibido; y dos, que en el pool total de sAPP total, se observa que los niveles son significativamente 
más elevados en la línea celular SK-APPSWE, pudiendo ser este fenómeno debido a que en la línea 
mutante ya se están dando signos de fallos en la maquinaria de supervivencia de la célula, ya que 
al no ser un sistema estático, estamos viendo por un lado, cómo trata de sobrevivir -utilizando la 
ruta no amiloidogénica- ante un ambiente hostíl como el creado por la XXo, con la secreción del 
fragmento sAPP-α, y por otro, tienen ya en marcha la ruta amiloidogénica con la secreción también 
del fragmento sAPP-β, probablemente por activación ya de la β-secretasa (Martin y cols. 1995).
Esto último vino a ser confirmado al analizar los tiempos de muerte celular por EO, ya que 
mientras que la línea SK-APPWT seguía manteniendo e incrementando la secreción del fragmento 
sAPP-α, tal vez en su intento de supervivencia celular, la línea SK-APPSWE redujo significativamente 
los niveles del fragmento neuroprotector, sAPP-α. Estos resultados estaban de acuerdo con lo 
anteriormente descrito, en el capítulo de muerte neuronal por EO, donde indicábamos que las 
células APP “wild type” ofrecían una respuesta protectora frente a agentes oxidantes mayor que en 
las células que portan mutaciones en el APP (Cenini y cols. 2009).
 Al igual que sucediera en la línea parental SK-N-MC pudimos observar un aumento 
en los niveles de los fragmentos α-CTF y β-CTF en las líneas celulares “wild type” y “Swedish” 
bajo tratamiento con EO; si bien en el caso del fragmento β-CTF, el aumento era mayor para la 
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línea mutante tratada y sobre todo a tiempos de muerte celular. Las diferentes mutaciones en el 
APP podrían tener un efecto por si solas sobre el metabolismo del APP, más allá que un mero 
aumento, a la vez controvertido, en la producción de Aβ, ya que se ha observado que mutaciones 
en el APP causantes de la EA familiar por un lado incrementan la acumulación de fragmentos 
C-terminales potencialmente amiloidogénicos y neurotóxicos (β-CTF) en neuronas pero también de 
α-CTF (McPhie y cols. 1997; Vingtdeux y cols. 2005), y por otro que podrían estar afectando a las 
vías catabólicas de degradación de estos fragmentos (De Jonghe y cols. 2001). De hecho, la vía 
endosomal-lisosomal se relaciona con el corte β-secretasa, al mismo tiempo que puede ser el sitio 
de degradación de CTFs (Caporaso y cols. 1992; Golde y cols. 1992). Estos resultados indicaban 
que los fragmentos C-terminales podrían estar implicados en la patogénesis de la EA familiar.   
Todo lo anteriormente expuesto nos llevó a pensar que el metabolismo/procesamiento del 
APP en su respuesta al EO estaba siendo alterado en la línea celular SK-APPSWE. A parte de la 
alteración de las vías catabólicas de degradación en nuestro modelo celular de EA familiar, también 
se revelaba la existencia de un desbalance entre la vía α-secretasa y β-secretasa, cuyo equilibrio 
ha sido descrito tener relevancia fisiológica (Citron y cols. 1992). En tiempos previos a la muerte 
celular por EO, pudimos observar que la línea celular SK-APPWT estaría favorecida la actividad 
enzimática α-secretasa. Por el contrario, en la línea celular SK-APPSWE expuesta al EO se observó 
que la actividad β-secretasa es similar o incluso mayor que la actividad α-secretasa. El desbalance 
de las actividades α y β-secretasas en la línea SK-APPSWE expuesta al EO, estaban de acuerdo con 
los datos de los fragmentos sAPP-α y β-CTF. Así pues, de acuerdo con lo anteriormente expuesto 
y como ya hemos comentado, la acción de agentes oxidantes incrementaban la actividad de la 
β-secretasa (BACE1) (Tamagno y cols. 2002; Kao y cols. 2004; Tamagno y cols. 2005; Guglielmotto 
y cols. 2009), nosotros añadimos que además, la presencia de la mutación “Swedish” podría 
exacerbar los efectos del EO, en cuanto a la actividad de BACE1.
 Estudios previos han visto que el efecto de la mutación “Swedish” sobre el metabolismo del 
APP altera no sólo el nivel sino que también los lugares de producción de sus fragmentos derivados 
(Martin y cols. 1995).
Los experimentos de inmunocitoquimica realizados en las líneas SK-APPWT y SK-APPSWE 
a 24 y 48 horas con o sin tratamiento con el sistema XXo, arrojaron unos resultados que estaban 
en línea con lo anteriormente descrito para el efecto del EO y analizado con la misma técnica. A 
tiempos tempranos de muerte celular (24 horas) la línea “wild type” mostró un patrón de acumulación 
muy parecido, observándose acúmulos de sAPP-α y CTFs (α-CTF y parte de β-CTF) repartidos 
por todo el citoplasma en forma –aproximadamente- de pequeñas vesículas, reforzándonos en 
nuestra teoría de que se sigue dando prioridad en la respuesta celular, a la vía normal de tráfico/
procesamiento del APP, con predominio de la vía α-secretasa, ya que estas estructuras coincidirían 
con vesículas del Golgi, TGN, y del post-TGN cercanas a la MP. En cambio, para la línea celular 
“Swedish” observamos las acumulaciones de fragmentos derivados en forma de agregados mayores 
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y con una localización más cercana al núcleo, consolidándonos en la idea de que aunque la vía 
α-secretasa sigue funcionando, se está viendo comprometida, quizá redireccionándose hacia una 
vía de secreción alternativa como la del RE/MP. Además, la cantidad de fragmentos derivados del 
APP acumulados son cualitativamente mayores para esta línea celular en comparación con la línea 
“wild type”; la presencia de la mutación nos permite especular con la idea de que al ser una proteína 
defectuosa, ya de por sí su procesamiento/metabolismo sería defectuoso, por lo que recrudecería 
los efectos del EO en el procesamiento/metabolismo y tráfico del APP, pudiendo ser más explícitas 
dichas acumulaciones. 
Al tiempo de muerte celular con XXo (48 horas), la línea SK-APPWT seguía manteniendo 
su mecanismo de supervivencia frente al EO, ya que la señal para el sAPP-α localizaba a este 
fragmento hacia la membrana plasmática, aunque ya daba señales de abandono de esta posible 
vía ya que también se mantenían las colocalizaciones de los anticuerpos 6E10 y anti C-terminal 
que probablemente indicaban la presencia del fragmento β-CTF. Esto también nos dio pie a pensar 
que todo este proceso de desbalance/redireccionamiento entre rutas, estaba más adelantada en 
el tiempo en la línea celular mutante. En la línea celular mutante, ya en muerte celular apoptótica, 
sólo se pudieron visualizar fragmentos α- y β-CTFs y quizá algo de Aβ en zonas perinucleares. Al 
mismo tiempo se producía la pérdida de señal de 6E10 vesicular tan amplia que sí mantenía la línea 
SK-APPWT, estando este resultado de acuerdo con la disminución del sAPP-α detectado con las 
aproximaciones bioquímicas. La visualización sólo de dichos fragmentos CTFs volvería a coincidir 
con que la línea mutante ha dejado una ruta de supervivencia, activando la ruta amiloidogénica y 
dirigíendose hacia la muerte celular. Al igual que comentábamos con anterioridad, también podría 
estar siendo modificada la vía de degradación endosomal/lisosomal de proteínas por lo que se 
podría esperar una acumulación de los fragmentos CTFs en dichas vesículas, hecho que coincide 
con las colocalizaciones observadas con el marcador lisosomal CD63 en la línea SK-APPSWE a 
24 horas post-tratamiento con XXo. Dado que esta vía se asocia más con el corte β-secretasa 
(Koh y cols. 2005), esto último también apoyaría nuestra teoría sobre un abandono de la vía no 
amiloidogénica y por tanto, del mecanismo de supervivencia celular, a favor de una reorientación 
hacia la vía amiloidogénica.
Estos resultados en nuestro modelo celular de EA familiar, junto con el hallazgo en placas 
seniles de cerebros de pacientes EA de APP y sus fragmentos (Lahiri y cols. 2002), sugieren que 
además del amplio papel asignado al Aβ, los CTFs pueden jugar un rol clave en la patogénesis de 




V. ANÁLISIS GENÓMICO/FUNCIONAL DEL MODELO CELULAR DE EA FAMILIAR
Por todo lo expuesto hasta ahora, nos pareció interesante utilizar el modelo celular SK-APPSWE 
expuesto al EO para ahondar en los mecanismos moleculares de la neurodegeneración asociada 
a la EA. Para este fin realizamos un análisis genómico del modelo celular como aproximación 
experimental.
Hemos utilizado la técnica de microarrays de DNA para llevar a cabo un análisis de expresión 
génica diferencial en las líneas celulares SK-APPWT y SK-APPSWE expuestas o no al EO. De dicho 
estudio se desprendió que el gen que incrementaba en un mayor número de veces su expresión 
tanto en presencia como en ausencia de EO y de manera significativa al tiempo de 24 horas, era el 
gen de la hemoxigenasas 1 (HO-1). Este importante hallazgo fue comprobado y validado mediante 
RT-PCR específica del mRNA HO-1 y por inmunomarcado después de electroforesis, a nivel de 
proteína. 
La importancia de dicho hallazgo radica en que la proteína HO-1 ha sido co-localizada con 
placas seniles y ovillos neurofibrilares; además, en hipocampo de cerebros de pacientes, el 86 % de 
los astrocitos GFA positivos (de inglés glial fibrillary acidic protein) presentan immunorreactividad a 
HO-1, mientras que la fracción que expresa HO-1 en tejido normal es  sólo 6–7 %. Al igual que en la 
línea SK-APPSWE, la expresión de la proteína HO-1 contrastaba con la nula aparición de bandas tanto 
en la línea parental SK-N-MC como en la línea SK-APPWT; además, inmunomarcados después de 
electroforesis de extractos de proteína de hipocampo y corteza temporal de pacientes EA, revelaron 
fuertes bandas HO-1 que no eran detectables en los extractos de pacientes control (Schipper y cols. 
1995). Por otro lado, en cerebros envejecidos sin patología EA, el número de neuronas y neuroglias 
immunoreactivas para HO-1 en la corteza cerebral y el hipocampo aumentarán progresivamente 
con la edad (Hirose y cols. 2003).
Otras implicaciones de la HO-1 han sido a nivel del colesterol y de la proteína tau, relacionadas 
a su vez con la EA. En relación con el colesterol, diremos que su metabolismo se reconoce como uno 
de los procesos importantes en el desarrollo neuronal, así como en la neuroplasticidad (Bogdanovic 
y cols. 2001; Refolo y cols. 2001; Shobab y cols. 2005) donde además, en estudios recientes han 
comprobado que las condiciones pro-oxidantes en tejidos EA promueven la formación de oxisteroles 
y otros productos de oxidación derivados del colesterol (Vaya y cols. 2007). De esta manera, en 
este último estudio, se ha visto que la sobrexpresión  de HO-1 en astroglia de rata disminuye las 
concentraciones intracelulares de colesterol y aumenta los niveles de al menos cuatro especies de 
oxisteroles. Pero otros estudios in vivo ponen de manifiesto la relación existente entre colesterol-HO-
1-EA, ya que en una investigación post-mortem en corteza frontal en AD y algunos MCI (deterioro 
cognitivo leve, del inglés Mild Cognitive Inpairment), pero no en cognitivo normal, los niveles altos  de 
HO-1 correlacionaban con la disminución de los niveles de colesterol, un incremento de los niveles 
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de precursores del colesterol y de las concentraciones de oxisterol (Hascalovici y cols. 2009).
Por último, la proteína tau que se encuentra de forma agregada e hiperfosforilada en los 
ovillos neurofribrilares en el cerebro de pacientes EA. Sabemos que tau  es degradado por el sistema 
Ubiquitin-Proteosoma, UPS (del inglés ubiquitin proteosome system) in vitro e in vivo y su forma 
ubiquitinada está presente en los ovillos neurofibrilares. Ademas, diversos estudios han revelado 
que la actividad “Proteosoma” se reduce en cerebro AD y el péptido Aβ inhibe el UPS en cultivos 
celulares (Ciechanover y cols. 2003; Shastry 2003). La expresión de HO-1 favorece la degradación 
vía proteosoma de tau en células del neuroblastoma M17 (Song y cols. 2009). Sabemos -por lo 
anteriormente dicho- que existe una sobrerregulación del gen Hmox-1 en cerebros de pacientes 
EA (Smith y cols. 1994; Premkumar y cols. 1995; Schipper y cols. 1995), por lo tanto, esto último 
puede servir para estimular el UPS  -que falla- en un intento de limitar la acumulación de agregados 
tóxicos de tau. 
Los efectos de HO-1 (en cerebro) en la homeostasis de esteroles y sobre la degradación 
proteosomal de tau, pueden representar respuestas de adaptación en EA, pero, al mismo tiempo, 
podrían estar agravando la patología por deposición de hierro y por el daño mitocondrial, descritas 
más abajo, que alimentarían la cascada de la neurodegeneración.
El hecho de que el gen Hmox1 apareciese como el que más incrementaba su expresión en 
la línea celular SK-APPSWE expuesta al EO originado por el sistema XXo, fue de gran importancia 
y satisfacción debido a la implicación de ambos factores  en la patología de la EA así como en 
otras enfermedades neurodegenerativas: HO-1 y EO (Schipper y cols. 2009). Este hecho ha 
sido corroborado mediante diversos trabajos que afirman que la inducción del gen Hmox1 es 
extremadamente sensible a diversos estímulos pro-oxidantes e inflamatorios que incluyen al 
Aβ, el grupo hemo, dopamina, peróxido de hidrógeno (H2O2), óxido nítrico (NO), productos de 
lipoperoxidación, entre otros (Dennery 2000; Schipper y cols. 2000; Kinobe y cols. 2006; Loboda y 
cols. 2008). 
Como dijimos con anterioridad, la reacción que cataboliza la HO-1 es un arma de doble filo: por 
un lado podría impartir una fuerte defensa antioxidante y por otro podría actuar como amplificador del 
daño producido por radicales libres. Concretamente, en células estresadas, la sobre-regulación de 
HO-1 puede conferir una protección acelerando la degradación del grupo hemo hacia la producción 
de pigmentos biliares (Stocker y cols. 1987; Nakagami y cols. 1993; Llesuy y cols. 1994; Dore y cols. 
1999; Baranano y cols. 2001). Sin embargo, en algunos casos, el ion hierro y el CO derivado del 
metabolismo del grupo hemo podrían exacerbar el EO intracelular, promoviendo la generación de 
ROS en la mitocondria y en otros compartimentos subcelulares (Zhang y cols. 1992; Frankel y cols. 
2000; Ryter y cols. 2000; Desmard y cols. 2007). 
En la presente tesis se ha podido comprobar que la mutación “Swedish” en presencia de 
EO aumenta la muerte neuronal por apoptosis. El hecho de que los niveles de HO-1 se encuentren 
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incrementados en la línea SK-APPSWE sin y bajo tratamiento con XXo y la implicación de la HO-1 en 
el proceso de EO asociado a la EA, nos llevó a estudiar las implicaciones fisiopatológicas de este 
hecho en nuestro modelo celular de EA familiar. 
Efectivamente, existía un único estudio donde se había comprobado la interacción proteína-
proteína entre el APP y HO-1, interacción que se produce en el lúmen del RE; y que mutaciones 
en el APP, concretamente la mutación “Swedish”, produce una inhibición de la actividad de este 
enzima, al comparar con el APP “wild type”. Además, en cultivos de neuronas corticales de los 
ratones mutantes APP “Swedish” la neurotoxicidad inducida por EO se encontraba incrementada 
(Takahashi y cols. 2000), en esas condiciones y al igual que en nuestro modelo celular de EA 
familiar, se detectaba un incremento en los niveles de proteína HO-1, al comparar con la neuronas 
del ratón no transgénico. Estos datos sugerían que la interacción APP/HO-1 junto con el EO, podrían 
contribuir a la muerte neuronal en la EA familiar.
Para poder estudiar los efectos posibles de la HO-1 sobre la viabilidad de la línea celular 
mutante SK-APPSWE nos propusimos iniciar la inhibición de la expresión del gen de la HO-1 en esta 
línea celular, utilizando la técnica del RNA de interferencia, y concretamente, mediante plásmidos de 
expresión de shRNA específico para la HO-1. Los resultados obtenidos revelaron que el incremento 
del silenciamiento del gen de la HO-1 en SK-APPSWE ya en condiciones basales producía una 
sensibilización en la pérdida de viabilidad, hecho que se volvió a producir en la exposición de las 
células SK-APPSWE al sistema XXo, de forma también significativa. 
Una explicación plausible y que nos lleva a tener en cuenta a la luz de los resultados obtenidos 
es que la inhibición de la HO-1 podría ser neurotóxica por la disminución de la formación de bilirrubina 
-conocido como antioxidante (Stocker y cols. 1987)- y/o por la conducción a un menor eflujo del ion 
hierro del interior celular. En relación a esto último existen trabajos donde ratones deficientes en 
HO-1 exhiben una muerte celular en respuesta al estrés que es revertida por quelantes de hierro 
que bloquean la acumulación de hierro (Ferris y cols. 1999). La implicación de la asociación APP-
HO-1 tanto fisiológica como patologíca, sería de gran interés en la investigación en relación con la 
EA.
Esta tesis deja así esta vía de estudio abierta para profundizar en los mecanismos moleculares 
de la neurodegeneración de la EA. A su vez, esta tesis proporciona evidencias de la relación entre 
el EO y el procesamiento/metabolismo de la proteína APP en la EA.  
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VI. HIPÓTESIS SOBRE LOS MECANISMOS PATOGÉNICOS EN LA EA FAMILIAR 
 Los datos obtenidos de esta Tesis Doctoral, que relacionan al EO, la muerte neuronal y el 
procesamiento/metabolismo de la proteína APP, nos animan a proponer una hipótesis- esquematizada 
en la figura D.1- del posible mecanismo patogénico que explique la rápida progresión de la EA 
familiar y su temprana pérdida neuronal.
 Así, en un cerebro normal expuesto a la acción del EO asociado a la edad se produce un 
balance entre daño oxidativo y defensas antioxidantes (ej: regulación normal de HO-1). La acción 
de los ROS puede desencadenar procesos de supervivencia, entre otros, una respuesta celular que 
regule el procesamiento/ metabolismo del APP. El desplazamiento hacia la vía del procesamiento 
del APP no amiloidogénico con el incremento del fragmento soluble y  neurotrófico sAPP-α y del 
fragmento intracelular α-CTF, de función menos conocida, ayudarían al restablecimiento del ambiente 
rédox celular. Acontecimientos como estos harían que las condiciones internas de las células 
volvieran a la normalidad, retrasando los efectos nocivos del EO. Pero cuando el estrés oxidativo 
persiste, se producirían alteraciones del tráfico de proteínas en su vía normal de secreción (ej: 
daño oxidativo en membranas vesiculares) y de las vías de degradación (lisosomal y/o proteosoma) 
que probablemente van asociadas al cambio del procesamiento hacia la vía amiloidogénica y en 
donde la acumulación del fragmento carboxi terminal β-CTF contribuiría a una vía de muerte celular 
quizá distinta a la del péptido Aβ. Esta respuesta celular también se ha descrito en relación con 
otros factores que a su vez  están implicados en la EA y relacionados con EO: el colesterol y la 
inflamación.
En el cerebro de un paciente de EA familiar, la expresión de proteína APP mutante produciría 
un EO per sé -observado por la sobreexpresión de la proteína HO-1- que le hace tener más activa la 
respuesta celular, y cuando no hay envejecimiento (con niveles mínimos de EO) existe una respuesta 
celular normal (o casi) en el metabolismo/procesamiento del APP, lo que daría como resultado una 
situación de supervivencia neuronal. Sin embargo, esa situación de hiperactividad sumada a la 
acción del EO -el asociado a la edad- haría que en las neuronas se produzca un desbalance hacia 
una vía de procesamiento amiloidogénica que conlleva una disminución extracelular del fragmento 
neurotrófico sAPP-α y un aumento del fragmento neurotóxico y precursor de Aβ, β-CTF e, incluso, a la 
acumulación del  APP. Profundizar en la localización y biogénesis del β-CTF ayudaría a conocer sus 
actividades biológicas y por tanto a ahondar en los mecanismos patogénicos de esta enfermedad.
Por otro lado, la interacción entre el APP y HO-1, descrita con anterioridad, en el lumen del RE, 
junto con la sobreexpresión de HO-1 tanto en nuestro modelo celular de EA familiar como por el EO 
asociado a la edad, nos hace pensar que este enzima tenga un papel en los mecanismos patogénicos 
de la EA. De esta manera se puede plantear la hipótesis de que o bien una actividad alterada o 
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bien un turnover alterado de este enzima haga que se comprometan las defensas antioxidantes de 
las células que, cuando existe un incremento del EO (la edad), conduzca a la desregulación -por 
exceso de actividad celular- del metabolismo/procesamiento del APP.
 Por todo lo expuesto en la presente tesis, nuestro modelo celular de EA familiar constituiría 
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 El trabajo experimental realizado en la presente tesis ha permitido obtener las siguientes 
conclusiones:
Hemos generado líneas celulares de origen neuronal que expresan APP – mutantes y normal- 1. 
cuyos niveles de expresión se acercan a valores fisiológicos, por lo que los resultados 
obtenidos en esta tesis se podrían aproximar a la realidad que pudiéramos encontrar en 
cerebros humanos.
El estrés oxidativo producido por un sistema generador de radicales libres, provoca, en 2. 
las líneas mutantes,  un adelanto y un incremento en la pérdida de viabilidad neuronal, 
un aumento de los niveles del fragmento producto de la degradación de PARP, p85 y un 
aumento del porcentaje de células apoptóticas.
El estrés oxidativo leve mantenido en el tiempo regula el metabolismo/procesamiento 3. 
del APP. A tiempos de muerte celular mínima (24 horas) por estrés oxidativo, en la línea 
celular parental, SK-N-MC, así como en la línea que expresa APP normal se favorece el 
procesamiento no amiloidogénico - aumento del fragmento neurotrófico sAPP-α, incremento 
del fragmento α-CTF así como reducción en la actividad β-secretasa-. Sin embargo, 
en tiempos de muerte celular apoptótica (48 horas) hay un desbalance hacia la vía de 
procesamiento amiloidogénico -incremento en los niveles del fragmento β-CTF-. Además, 
la acumulación intracelular de fragmentos CTFs y sAPP-α nos demuestra que no sólo el 
procesamiento sino que el catabolismo y tráfico del APP y sus fragmentos están siendo 
modulados por el estrés oxidativo. 
El estudio del metabolismo/procesamiento del APP en el modelo celular de enfermedad de 4. 
Alzheimer familiar nos ha mostrado que la presencia del APP mutante altera la respuesta 
celular normal al estrés oxidativo. Esta alteración viene determinada por el hecho de que, 
al tiempo de muerte celular mínima (24 horas), se producía un incremento intracelular del 
fragmento sAPP-α, un aumento no sólo del fragmento α-CTF sino también del fragmento 
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β-CTF, así como un desbalance entre las actividades α y β-secretasas. La acumulación del 
fragmento C-terminal, β-CTF -más acusado en la línea celular mutante bajo el efecto del 
estrés oxidativo a tiempos de muerte neuronal apoptótica- sugiere un papel patogénico de 
este, en la enfermedad de Alzheimer.
Un estudio genómico/funcional muestra que el gen de la hemoxigenasa-1 (HO-1) es el de 5. 
mayor sobreexpresión en la línea celular SK-APPSWE, tanto en condiciones de estrés oxidativo 
como en ausencia del mismo, en comparación con la línea SK-APPWT. Los experimentos de 
silenciamiento génico sugieren una implicación de este enzima en la supervivencia celular 
de la línea celular mutante. 
CONCLUSIÓN FINAL
 A lo largo de esta Tesis hemos puesto de manifiesto que el estrés oxidativo afecta al 
metabolismo/procesamiento de la proteína APP y que este hecho podría tener relación con la 
patogénesis de la enfermedad de Alzheimer. Porque la expresión de APP mutante sensibiliza a la 
muerte neuronal inducida por el estrés oxidativo y porque este regula el metabolismo/procesamiento 
de la proteína, de una manera anómala en el caso del APP mutante, daría lugar a un colapso total 
de la neurona que la conduciría a la muerte celular por apoptosis, a lo que también contribuiría el 
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